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ABKÜRZUNGEN 
AA Arachidonsäure 
AP-1 engl. Activator Protein-1 
bFGF engl. Basic fibroblast growth factor 
BLBP  engl. Brain lipid binding protein 
Cas-3 Caspase-3 
6-CF 6-Carboxyfluoresceindiacetat 
COX Cyclooxygenase 
DHA Docosahexaensäure 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DMEM engl. Dulbecco’s modified Eagle Medium 
EGF engl. Epidermal growth factor 
EGFR engl. Epidermal growth factor receptor 
EPA Eicosapentaensäure 
ERK Extrazelluläre Rezeptorstimulierte Kinase 
engl. englisch 
FABP-7 engl. Fatty-acid binding protein 7 
FCS engl. Fetal calf serum 
GAP GTPase-aktivierendes Protein 
GS-F Granulozyten-stimulierender Faktor 
GTP Guanosin Triphosphat 
GTPase Guanosin Triphosphatase 
HGF engl. Hepatic growth factor 
HRP engl. Horseradish peroxidase 
IGF-1 engl. Insulin like growth factor 1 
IGF-2 engl. Insulin like growth factor 2 
IL-1 Interleukin-1 
IL-2 Interleukin-2 
IL-6 Interleukin-6 
LA Linolsäure 
LOX Lipoxygenase 
LNA Linolensäure 
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MAK Mitogen aktivierte Kinase 
MAPKK Mitogen aktivierte Kinase Kinase 
MAP Mitogen aktiviertes Protein 
μg Mikrogramm 
mg Milligramm 
min Minute(n) 
µl Mikroliter 
ml Milliliter 
MPNST Maligne(r) periphere(r) Nervscheidentumor(e) 
MTT engl. Malignant triton tumor 
NF1 Neurofibromatose Typ 1 
NF2 Neurofibromatose Typ 2 
NF-fib Humane NF+/- Hautfibroblasten 
nf-fib Murine NF+/- Hautfibroblasten 
NF-κB Nuklearfaktor-κB 
nSc normale periphere Nervschwannzellen 
PBS engl. Phosphate buffered saline 
PCR engl. Polymerase chain reaction 
PDGF-β engl. Platelet derived growth factor-β 
PDGFR engl. Platelet derived growth factor receptor 
P-ERK Phosphoryliertes ERK 
PI engl. Principal Investigator 
PI-3 Phosphotidylinositol-3 
PKA Proteinkinase A 
PLA2 Phospholipase A2 
PMSF Phenylmethylsulphonylfluoride 
PNF Plexiforme Neurofibrome 
RNA Ribonukleinsäure 
RT-PCR Reverse Transcriptase PCR 
S. Saccharomyces 
SD engl. Standard deviation 
TNF-α Tumornekrosefaktor-α 
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wt-fib Wildtyp Hautfibroblasten 
ZNS Zentralnervensystem 
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1 EINLEITUNG 
 
Neurofibromatose Typ 1 (NF1) oder „von Recklinghausen Krankheit“ (nach der klassischen 
Monographie des deutschen Arztes Friedrich von Recklinghausen von 1882) ist eine der 
häufigsten genetischen Erkrankungen des Nervensystems. Beide Geschlechter sind mit einer 
Inzidenz von ca. 1:3500 weltweit betroffen (Huson et al., 1989a). NF1 ist eine autosomal-
dominante Erkrankung, die durch eine annähernd vollständige Penetranz, eine hohe Variation in 
der Expressivität, genetische Heterogenität und Pleiotropismus gekenntzeichnet ist             
(Huson et al., 1988). Die variable Expressivität zeigt sich durch eine höchst unterschiedliche Art 
und Schwere der Manifestation bei gegebener Mutation. Es wird zudem eine genetische 
Heterogenität der NF1 mit mehr als einem zugrundeliegenden genetischen Ereignis der 
Erkrankung vermutet. Der Pleiotropismus der NF1 zeigt sich in der Involvierung multipler 
Gewebstypen und Organsysteme. 
 
Patienten mit NF1 entwickeln multiple Tumore im Laufe ihres Lebens, am häufigsten entstehen 
jedoch gutartige Neurofibrome des peripheren Nervensystems. Diese enthalten hauptsächlich 
Schwannzellen, daneben auch Fibroblasten, Mastzellen und andere perineurale Zellen               
(Li et al., 2002). Ferner sind bei der NF1 häufig Melanozyten und Neuronen betroffen. Neben der 
Entwicklung verschiedener Tumore existiert eine Vielzahl neurologischer, psychiatrischer, 
orthopädischer, ophthalmologischer und allgemeinmedizinischer Komplikationen, die mit NF1 
assoziiert sind (Huson et al., 1994b). 
 
Mit der Identifizierung und Sequenzierung des NF1 Gens 1990 (Cawthone et al., 1990;     
Wallace et al., 1990), der Entwicklung verschiedener Tiermodelle und diversen klinischen und 
epidemiologischen Studien wurde das Verständnis der NF1 in den letzten Jahren weit voran 
gebracht. Trotz dieser Erkenntnisse sind viele Aspekte der Tumorentstehung, insbesondere die 
Ursachen der ausgeprägten Heterogenität und Variabilität noch unklar. Die NF1-mRNA ist 
ubiquitär expremiert, und auch das Protein Neurofibromin konnte in Gehirn, Lunge, Niere, Leber, 
Milz, Muskel und Kolon nachgewiesen werden. Dies war überraschend bei der überwiegenden 
Involvierung von embryonalen Neuralleistenzellen in der Pathogenese der NF1                 
(Wallace et al., 1990). Weiteren Faktoren wie gewebespezifische posttranslationale Modifikation 
oder Unterschiede in der Quantität der Expression wurde daraufhin eine Bedeutung für die 
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Selektivität der betroffenen Zelltypen beigemessen (Gutmann et al., 1991). Andererseits ließen 
sich nicht alle Charakteristika der Neurofibromatose mit einer Entstehung aus Zellen der 
embryonalen Neuralleiste erklären wie z.B. die knöchernen Veränderungen, oder die häufig 
beobachteten kognitiven Defizite. Selbst die Veränderungen, die auf Zellen der Neuralleiste 
zurückgehen, zeigen ein bislang nicht erklärtes unterschiedliches Wachstumsverhalten. So ist das 
Wachstum der Café-au-lait Flecken mehr oder weniger statisch, während Neurofibrome und 
anderer Tumore sich durch ein progressives Wachstum auszeichnen. Riccardi (1979; 1981a) 
postulierte daher, dass zwar die primären Defekte von Zellen der embryonalen Neuralleiste 
hergeleitet werden könnten, andere Aspekte der NF1 aber durch weitere Mechanismen erklärt 
werden müssten. Beispielsweise könnte eine direkte Interaktion der Neuralleistenzellen mit 
anderen Zelltypen eine Rolle spielen. Darüber hinaus forderte er die Unterscheidung primärer 
Charakteristika der NF1 wie z.B. Neurofibrome von sekundären Charakteristika wie z.B. 
Skoliose, die durch massives Wachstum der Neurofibrome bedingt ist, und tertiären 
Charakteristika oder Komplikationen wie die Spinalkanalskompression durch die Skoliose. 
 
Die Neurofibromatose Typ 2 (NF2) stellt sowohl genetisch als auch klinisch eine separate Entität 
dar (Kley et al., 1995; Gutmann 1997a). Mit einer Inzidenz von 1:50 000 kommt NF2 seltener 
vor als NF1. Das Auftreten bilateraler Neurinome des Nervus statoakusticus, multipler 
Neurinome der Spinalwurzeln, Meningeome, Astrozytome sowie Hamartome des Cortex 
charakterisieren die Erkrankung (Evans et al., 1992). Die Tumore sind typischerweise langsam 
wachsend und benigne. Pathogenetisch liegt eine Mutation des NF2-Tumorsupressorgens auf 
dem Chromosom 22q11 vor. Das NF2 Gen kodiert das Protein Merlin, welches 
Sequenzhomologien zu einer Familie von Proteinen, die das Aktinzytoskelett mit Glykoproteinen 
der Zelloberfläche verbinden, enthält (Trofatter et al., 1993; Roleau et al., 1993). Merlin scheint 
eine Rolle in der Organisation des Zytoskeletts, in der Kontaktinhibition und in 
Wachstumsstillstand zu spielen (Gutmann, 1997b). 
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1.1 Neurofibromatose Typ 1 
1.1.1 Klinische Merkmale der Neurofibromatose Typ 1 
 
Der natürliche Verlauf der Neurofibromatose 1 ist durch eine ausgeprägte Variabilität und 
Progressivität charakterisiert. Die variable Expressivität zeigt sich in großen interfamiliären und 
in intrafamiliären Unterschieden in der Läsionsausprägung wie auch in verschiedenartiger 
Ausprägung der Läsion von einem Segment des Körpers zum nächsten Segment. Zudem handelt 
es sich um eine progrediente Erkrankung, die eine hohe Divergenz mit Vermehrung und 
Größenzunahme der Läsionen und selbst Veränderung der Art der Tumore zeigt             
(Friedman und Riccardi 1999). So kommt es nach Entwicklung der benignen plexiformen 
Neurofibrome zu einem Auftreten von malignen peripheren Nervscheidentumore (MPNST). Ein 
gehäuftes simultanes Auftreten anderer Tumore wie pilozytische Astrozytome des Nervus 
opticus, Meningeome, Phäochromozytome und bestimmte Formen myeloischer Leukämien lässt 
sich ebenfalls beobachten (Matsui et al., 1993). 
 
Die Neurofibrome sind die häufigsten Tumore der Patienten mit NF1. Es handelt sich um 
heterogene benigne Tumore der Nervenscheide, die größtenteils aus Schwannzellen und 
perineuralen Fibroblasten bestehen, aber auch verschiedene Zelltypen, darunter Endothelzellen, 
Perizyten, Mastzellen und Nervenzellen enthalten können (Lott und Richardson 1981). 
Neurofibrome finden sich überall im Körper, sie treten an den Nervendigungen der Haut oder in 
der Nervenscheide auf (Wiestler und Radner 1994). Vier verschiedene klinische Typen der 
Neurofibrome können unterschieden werden: 
 
1. Diskrete kutane Neurofibrome der Dermis oder Epidermis 
2. Diskrete subkutane Neurofibrome  
3. Tiefe noduläre Neurofibrome 
4. Diffuse plexiforme Neurofibrome 
 
Während die kutanen Neurofibrome nur sehr selten schmerzhaft sind, stellen die subkutanen 
Neurofibrome oft eine schmerzhafte und empfindliche Läsion dar. Plexiforme Neurofibrome 
lassen sich in tiefe noduläre und diffuse Neurofibrome einteilen. Die tiefen nodulären 
Neurofibrome ähneln den diskreten kutanen und subkutanen Läsionen, involvieren aber oft große 
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Nerven in Geweben und Organen unter der Haut. Die häufig lange Zeit klinisch inapparenten 
nodulären plexiforme Neurofibrome sind nur in einigen Fällen schmerzhaft. Diffuse plexiforme 
Neurofibrome bestehen annähernd aus den gleichen Zellen wie die dermalen Neurofibrome, ihre 
extrazelluläre Matrix ist aber vergrößert und ihre Blutversorgung erhöht. Es finden sich häufig 
fingerartige Ausziehungen, die sich weit in das umgebende Gewebe ausbreiten. Diffuse 
plexiforme Neurofibrome entwickeln sich entlang der Hauptnervenäste, breiten sich in diesen 
Nerven aus und involvieren Äste, Nervstämme und Plexi. Die mit den plexiformen 
Neurofibromen assoziierte Hypertrophie des umgebenden Bindegewebes führt vielfach zu 
gravierender funktioneller Einschränkung und Entstellung (Korf et al., 1997). Die plexiformen 
Neurofibrome scheinen sich im Unterschied zu den in großer Zahl vorkommenden dermalen 
Neurofibromen zu Malignomen, den MPNST entwickeln zu können. Das wichtigste klinische 
Zeichen einer malignen Transformation ist der neu auftretende unerklärliche Schmerz. Klinisch 
zeigt sich außerdem eine Vergrößerung der Läsion sowie eine Veränderung der Konsistenz. Bei 
einer Metastasierung ist die Lunge am häufigsten betroffen. Weitere Metastasierungsorte sind 
Knochen, Leber, Nebennieren, Diaphragma, Mediastinum, Gehirn, Ovarien, Nieren und das 
Retroperitoneum (Korf 1999). 
 
Multiple mit NF1 assoziierte Merkmale betreffen die verschiedenen Systeme des ganzen Körpers. 
Die Mehrheit der Patienten entwickeln Pigmentstörungen wie Café-au-lait Flecken             
(kutane Diskolorationen) (Riccardi 1981a), Lisch-Knötchen (melanozytische Iris-Hamartome) 
(Lewis and Riccardi 1981; Lisch 1937) und Sommersprossen (engl. freckles) an 
charakteristischen Körperbereichen (Huson et al., 1994a). Die Pigmentanomalien und die 
peripheren Neurofibrome gehören nach dem National Institutes of Health (NIH)- Konsens von 
1988 zu den primären diagnostischen Kriterien für NF1. Trotz der Identifizierung und 
Sequenzierung des NF1 Gens (Cawthon et al., 1990; Wallace et al., 1990), blieb die Diagnose der 
Neurofibromatose 1 aufgrund der Größe des NF1 Gens, der vielen variablen Lokalisationen der 
Mutationen und der multiplen Pseudogene eine klinische Diagnose. Sie basiert auf den folgenden 
Kriterien: 
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NF1 ist anzunehmen bei einem Patienten, der zwei oder mehr der folgenden Zeichen aufweist: 
• Sechs oder mehr Café-au-lait Flecken >5mm im größten Durchmesser in präpubertären 
Individuen oder >15mm im größten Durchmesser postpubertär 
• Zwei oder mehr Neurofibrome jeden Typs oder ein oder mehrere plexiforme Neurofibrome 
• Tumore des optischen Systems 
• Zwei oder mehr Lisch-Knötchen (Iris-Hamartome) 
• Eine typische knöcherne Läsion wie Dysplasie der Sphenoidflügel oder die Ausdünnung des 
Kortex der langen Knochen (mit oder ohne Pseudoarthrose) 
• Einen Verwandten ersten Grades (Elternteil, Geschwister oder Nachkomme) mit NF1 nach den 
oben genannten Kriterien 
(National Institutes of Health Consensus Development Conference 1988; aus Gutman et al., 1997b) 
 
Auch eine Pathologie des Skelettsystems ist häufig zu beobachten. Neben der oben aufgeführten 
Dysplasie der Sphenoidflügel repräsentieren die dysplastische Skoliose und die tibiale 
Pseudoarthrose zwei der schwersten und charakteristischsten klinischen Manifestationen der 
NF1. Die dysplastische Skoliose kann zu Spinalkanalskompression mit neurologischen 
Komplikationen führen. Weiterhin gibt es eine erhöhte Inzidenz von Fehlstellungen wie Genu 
Valgum und Genu Varum. Bei den funktionellen Abnormalitäten ist das Zentralnervensystem 
häufig betroffen. So findet man in ca. 45% der Patienten Lernbehinderungen sowie visuelle 
Defizite, häufig durch Gliome ausgelöst. Auch Makrocephalie und Kopfschmerzen kommen 
gehäuft vor, wobei die Makrocephalie nicht auf Knochenabnormalitäten zurückgeht, sondern eher 
auf einer Megalencephalie basiert. Eine kurze Statur und kognitive Dysfunktionen gehen oft mit 
der Megalencephalie einher (Ferner et al., 1996).  
 
Die Entwicklung der klinischen Zeichen der NF1 ist durch eine starke Altersabhängigkeit 
gekennzeichnet (Friedman und Birch 1997; Huson 1994b; Huson et al., 1989b; Korf 1992; 
Obringer et al., 1989; Wolkenstein et al., 1996). So findet man die Lisch-Knötchen und die 
kutanen und subkutanen Neurofibrome nur selten in Kleinkindern und am häufigsten bei dem 
Erreichen des Erwachsenenalters. Auch die Sommersprossen sind selten bei Kindern unter vier 
Jahren, demgegenüber existieren Café-au-lait-Flecken bei den meisten der Patienten schon zum 
Zeitpunkt der Geburt (Huson 1994, Huson et al., 1989b, Obringer et al., 1989, Wolkenstein et al., 
1996). Die Neurofibrome entstehen oft erst während der Pubertät. Bei vielen Patientinnen 
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beobachtet man zudem eine Vergrößerung und eine Vermehrung der diskreten und plexiformen 
Neurofibrome, sowie ein vermehrtes Auftreten und schnelles Wachstum von MPNST während 
der Schwangerschaft (Ginsburg et al., 1981; Puls und Chandler 1991). Oft lässt sich nach der 
Entbindung wieder eine Regression der Tumore beobachten. 
 
Die durchschnittliche Lebenserwartung von Patienten mit NF1 ist um mindestens 10-15 Jahre 
verkürzt. Malignität ist der häufigste Grund für den Tod der Patienten. Zur Zeit existiert noch 
keine medikamentöse Therapie zur Prävention des Tumorwachstums oder zur Verkleinerung der 
Läsionen, so ist die Therapie weitestgehend limitiert auf die chirurgische Resektion der 
Neurofibrome. Sie rezidivieren allerdings häufig, und die irreguläre Form, die Größe und die 
hohe Vaskularisation der meisten plexiformen Neurofibrome macht oftmals eine komplette 
Resektion unmöglich. Die MPNST sind letal, wenn sie nicht behandelt werden. Die besten 
Ergebnisse werden bei kompletter Resektion des Tumors erzielt, eine Chemotherapie oder 
Radiatio zeigte demgegenüber nur wenig Vorteil (Korf, 1999). In Fällen, wo allerdings eine 
komplette Resektion nicht gelingt, sowie in metastasierten Stadien geht die Tendenz dennoch zu 
einer adjuvanten Radiochemotherapie (Brennan et al., 1991). Neue Chemotherapeutika, die an 
verschiedenen Stellen der Pathogenese der NF1 ansetzen, wurden entwickelt, darunter 
Angiogeneseinhibitoren (Folkman 1995) oder Inhibitoren des Enzyms Farnesyltransferase, 
welches Ras in der Membran verankert und so die Aktivierung ermöglicht (Yan et al., 1995). Es 
existieren multiple klinische Studien, in deren Rahmen Therapien mit bekannten und neuen 
Chemotherapeutika oder alternativen Therapien wie Immunmodulatoren getestet werden. So gibt 
es beispielsweise klinische Phase II-Studien über neue Präparate wie Pirfenidone, ein 
antifibrotisches Agens, das Wachstumsfaktoren inhibiert, die in der Pathogenese der NF1 eine 
Rolle spielen („Phase II Trial of Pirfenidone in Children, Adolescents, and Young Adults with 
Neurofibromatosis Type 1 and Progressive Plexiform Neurofibromas“; Principal Investigator 
(PI): Dr. Roger Packer) oder über den Farnesyltransferase Inhibitor R 115777, der die post-
translationale Isoprenylation von ras blockiert („A Phase II Randomised, Cross-Over, Double-
Blinded, Placebo-Controlled Trial of the Farnesyltransferase Inhibitor R115777 in Paediatric 
Patients with Neurofibromatosis Type I and Progressive Plexiform Neurofibromas“; PI: Dr. 
Brigitte C. Widemann). Bei Patienten mit MPNST werden Therapien mit Thalidomid und 
Interferon-α („Phase II Study of Interferon alfa and Thalidomide in Patients With Surgically 
Resected High-Risk Soft Tissue Sarcoma“; PI: Robert N. Taub), Imatinib (Gleevec),                 
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ein Tyrosinkinase-Inhibitor („Phase II Trial of Gleevec (Formerly Known as STI571) in Patients 
with Soft Tissue and Bone Sarcomas: A Multi-Disciplinary Trial of the North American Sarcoma 
Study Group of the Connective Tissue Oncology Society“; PI: Dr. Laurence Baker) oder eine 
Kombination von Vaccination und Kolonie-stimulierendem Faktor Sagramostim (GM-CSF) 
(„Phase I Pilot Study of NY-ESO-1 Peptide Vaccine and Sargramostim (GM-CSF) in Patients 
With Stage II, III, or IV Soft Tissue Sarcoma Expressing NY-ESO-1 or LAGE Antigen“;          
PI: Dr. Kyriakos P. Papadopoulos und Herbert Irving) in Studien untersucht.
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1.1.2 Molekularbiologie der NF1 
1.1.2.1 Das NF1 Gen 
 
Die Klonierung und die Sequenzierung des NF1 Gen gelang 1990 durch Cawthone et al. (1990) 
und Wallace et al. (1990). NF1 ist auf dem langen Arm des Chromosoms 17 lokalisiert. Es stellt 
ein großes Gen von ungefähr 300 000 Nukleotiden dar, beinhaltet ca. 59 Exons, und sein 
Transkriptionsprodukt von 11 000 bis 13 000 Nukleotiden hat multiple Splice-Varianten 
(Marchuk et al., 1991). Doch auch wenn die Identifizierung des Gens einen großen Fortschritt im 
Verständnis der Pathogenese der NF1 bedeutete, blieb der Mechanismus, wie die verschiedenen 
Mutationen die spezifischen Charakteristika der NF1 bedingen, weiter unklar. Es existieren 
multiple Mutationstypen, wie z.B. Punktmutationen in einem singulären Basenpaar, Deletionen 
vieler Basenpaare (Scotti et al., 1987), Deletionen des gesamten Gens oder Inversionen, 
Insertionen und Translokationen (Kayes et al., 1990). 
 
Die Dominanz der NF1 Mutation, die bei der Weitergabe zwischen den Generationen zu 
beobachten ist, ist auf zellulärem Niveau nicht zu finden. Mutationen führen nicht in allen Zellen 
zur phänotypischen Expression. Um die variable Expressivität der NF1, das lokalisierte und 
sporadische Erscheinen der Tumore und die niedrige Inzidenz der malignen Transformation der 
Tumore erklären zu können, suchte man nach weiteren Ereignissen. Man vermutete die 
Notwendigkeit einer permissiven Umgebung auf zellulärem Level für die komplette oder partielle 
Expression. Darunter sind epigenetische oder genetische Ereignisse, wie beispielsweise weitere 
Mutationen an gleichen oder verschiedenen Loci die zu Deletionen weiterer 
Tumorsuppressorgene wie p53 führen (Menon et al., 1990; Gutmann et al., 1997a;          
Bernardis et al., 1999), direkte Zell-Zell-Interaktionen, oder durch lokale Sekretion vermittelte 
Interaktionen. Auf der Suche nach genetischen Ereignissen wurde in MPNST tatsächlich eine 
Deletion einer Region auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17, wo das Tumorsupressorgen p53 
lokalisiert ist, nachgewiesen (Menon et al., 1990, Greenblatt et al., 1994). Die Deletion des p53 
wurde nur in den Malignomen, nicht jedoch in den benignen Neurofibromen gefunden, 
hinweisend auf eine Rolle des p53 in der Progression zur Malignität (McCarron und Goldblum, 
1998). Anhand von Tiermodellen ließ sich ebenfalls eine kausale Rolle für p53 in der 
Entwicklung von MPNST zeigen (Chichowski et al., 1999; Vogel et al., 1999). 
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Auch nicht-genetische Effekte wie lokales Trauma oder hormonelle Veränderungen zeigen einen 
Einfluss auf die Entwicklung der Neurofibrome in der NF1 (Riccardi et al., 1992). Aufgrund des 
engen zeitlichen Zusammenhangs des ersten Auftretens der Tumore mit beginnender Pubertät 
sowie der beobachteten erhöhten Anzahl und Größenzunahme der Neurofibrome während der 
Schwangerschaft, die nach der Geburt wieder rückläufig sind (Swapp und Main 1973;             
Hall et al., 1981; Huson et al., 1994b; Dugoff und Sujansky 1996;), vermutete man eine 
Partizipation von Hormonen bei der Entwicklung der Neurofibrome. Unterstützung erfährt diese 
Theorie durch die vor kurzem demonstrierte Expression von Progesteronrezeptoren in einer 
großen Anzahl von Neurofibromen (McLaughlin und Jacks 2003). 
 
 
1.1.2.1.1 NF1 als klassischer Tumorsuppressor 
 
Nur 5% der Neurofibrome zeigen eine Progression zur Malignität, und bisher wurde dies nur bei 
plexiformen Neurofibromen beobachtet (Woodruff, 1996). NF1 wurde schon früh als 
Tumorsuppressorgen klassifiziert, denn eine große Anzahl der ererbten Mutationen führt zu 
einem inaktiven Proteinprodukt. Nach der für Tumorsuppressoren klassischen                    
„Two-Hit“-Hypothese von Knudson initiiert eine zweite Mutation in dem ererbten Wildtyp-Allel 
die Tumorentwicklung (Knudson et al., 1971). Man vermutet daher, dass auch in der NF1 die 
somatische Mutation (oder das Fehlen der Heterozygotizität, engl. Loss of heterozygozity: LOH) 
die Voraussetzung für eine Progression zur Malignität ist. Eine der führenden Hypothesen besagt, 
dass die erste Mutation in einer oder beider Kopien des NF1 Gens zu der Entwicklung benigner 
plexiformer Neurofibrome führe. Für die Transformation zu malignen MPNST seien dann aber 
mehrere genetische „Hits“ notwendig. Tatsächlich ließ sich ein „Second Hit“-Mechanismus in 
verschiedenen malignen Tumore der NF1, wie in Phäochromozytomen, bei der myeloischen 
Leukämie (Xu et al., 1992; Legius et al., 1993; Shannon et al., 1994) und in MPNST           
(Skuse et al., 1989; Glover et al., 1991; Basu et al., 1992; DeClue et al., 1992) mit hoher 
Frequenz nachweisen. 
 
Ob LOH in benignen Neurofibromen ebenfalls zur Tumorentwicklung beiträgt und bei den 
plexiformen Neurofibromen tatsächlich für die Transformation zur Malignität notwendig ist, wird 
allerdings kontrovers diskutiert. Frühere Arbeiten fanden in Zellen benigner Neurofibrome 
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Mutationen in nur einer Kopie des NF1 Gens (Riccardi et al., 1994; Gutmann et al., 1997a; 
Bernardis et al., 1999). Bei vereinzelten Patienten, die dermale, plexiforme Neurofibrome und 
Café-au-lait-Flecken entwickelten, fanden sich aber auch in den benignen Veränderungen 
„Second-Hit“ Mutationen des Wildtyp-Allels. Die Entdeckung von LOH in Schwannzellen 
dermaler Neurofibrome, die nie eine Progression zur Malignität zeigen, lassen vermuten, dass das 
Fehlen der Neurofibromin-Funktion auch in der Entwicklung benigner Tumore eine Rolle spielt 
(Sawada et al., 1996; Serra et al., 1997, Kluwe et al., 1999; Serra et al., 2000). Es gibt mehrere 
Erklärungsansätze für diese unterschiedlichen Resultate. So stellt beispielsweise die 
Heterogenität der Tumorzelltypen und auch die Größe des Gens mit 335 kb genomischer DNA 
eine Herausforderung für die Entdeckung von Mutationen bei der NF1 dar. 
 
 
1.1.2.2 Neurofibromin 
 
Das NF1 Gen Produkt Neurofibromin ist ein großes zytoplasmatisches Protein (>220kD) 
(DeClue et al., 1991; Gutmann et al., 1991; Golubic et al., 1992), dass bei Erwachsenen in 
Schwannzellen, Neuronen, Oligodendrozyten, Keratinozyten, Astrozyten, Nebennierenmark und 
in Leukozyten expremiert wird (Daston et al., 1992). Abhängig vom untersuchten Zelltyp konnte 
eine Assoziation von Neurofibromin mit Mikrotubulin, glattem endoplasmatischem Retikulum, 
Mitochondrien und dem Nukleus nachgewiesen werden (Bollag et al., 1993; Gregory et al., 1993; 
Nordlund et al., 1993; Roudebush et al., 1997). Neurofibromin enthält eine zentrale Domaine mit 
Sequenzhomologien zu den katalytischen Domainen einer Familie von Ras-GTPase-
aktivierenden Proteinen (Ras-GAPs) (Xu et al., 1990, DeClue et al., 1991), sowie ausgedehnte 
Homologien zu den Ras-GAP Proteinen in Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), IRA1 und 
IRA2 (Buchberg et al, 1990; Tanaka et al., 1991). 
 
Die Ras Proteine werden durch drei RAS Gene Ha-RAS, Ki-RAS, and N-RAS kodiert. Sie sind 
durch Isoprenylation ihres Carboxylendes durch die Farnesyltransferase an der Zellmembran 
verankert (Casey et al., 1989). Als zentrale Faktoren in Signaltransduktionswegen nehmen sie 
Schlüsselfunktionen in Zellproliferation und Differenzierung ein. Ras Proteine reagieren auf 
diverse extrazelluläre Stimuli wie Zytokine, Hormone und Peptid-Wachstumsfaktoren, so sind in 
der durch Ras vermittelten Signaltransduktionskette die Rezeptor Tyrosin Kinasen Epidermaler 
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Wachstumsfaktor (engl. Epidermal growth factor: EGF), Plättchen Wachstumsfaktor            
(engl. Platelet derived growth factor: PDGF) und Nervenwachstumsfaktor (engl. Nerve growth 
factor: NGF) involviert (Bernards, 1995). Ras Proteine binden mit einer hohen Affinität an 
Guanin Nucleotide und hydrolysieren mit ihrer intrinsischen GTPase GTP zu GDP            
(Bourne et al., 1990). GAP Proteine hemmen Ras Proteine durch eine enzymatische Stimulation 
der intrinsischen GTPase, es kommt zu vermehrter Bindung an GDP und so zu verringerter 
Aktivität (Zhang et al., 1990; Bourne et al., 1991). 
 
Nachweislich teilt Neurofibromin als Ganzes sowie sein Konstrukt, welches nur die von NF1 
kodierte GAP-verwandte Domaine des Neurofibromins (engl. GAP related domaine: GRD) 
enthält, viele Eigenschaften der GAP Proteine. So führt Neurofibromin und die NF1-GRD zur 
Erhöhung der intrinsischen GTPase-Aktivität der Ras Proteine (Bollag und McCormick 1991; 
Ahmadian et al., 1996). Mutationen der RAS Gene führen zu einer Resistenz gegenüber der 
enzymatischen Regulierung sowohl durch GAP als auch durch NF1-GRD, wodurch es zu 
unregulierter Aktivität und somit zu vermehrter Proliferation kommt (Bos et al., 1989). Auch die 
Funktion von IRA1 und IRA2 in S.cerevisiae konnte durch NF1-GRD ersetzt werden         
(Martin et al, 1990). 
 
Die Rolle des Neurofibromins in der Aktivierung des Ras und deren Signalwegen stellt man sich 
wie folgt vor: Wachstumssignale der Zelloberfläche aktivieren Guanin Nukleotid-Austausch-
Faktoren wie Sis, Grp, Grf, die GDP von dem membrangebundenen Ras dissoziieren. Dadurch 
kann Ras frei an GTP binden und aktiviert werden. Das aktivierte Ras-GTP sendet dann 
intrazelluläre Signale über den Phosphoinositol-3’kinase (PI3-kinase) Signalweg zur Inhibition 
der Apoptose und über den raf-Mitogen aktivierte Kinase (MAK) Signalweg zur Stimulation der 
Zellproliferation. Neurofibromin inaktiviert Ras-GTP durch die Stimulation der intrinsischen 
Ras-GTPase, die GTP zu GDP hydrolysiert. Durch inadäquate Level von Neurofibromin wie bei 
Haploinsuffizienz oder Inaktivierung des Neurofibromins durch LOH, wie sie in                    
NF1-assoziierten Tumore durch Mutationen im NF1 Gen vorkommen, ist somit ein erhöhtes 
Level an aktiviertem Ras einhergehend mit erhöhten Signalen durch raf und PI3-kinase zu 
erwarten (Viskochil 1999). Die Aktivierung von Ras geht folglich mit einer erhöhten Rate an 
Tumorformation durch erhöhte Zellproliferation und erhöhtes Zellüberleben einher. In vielen 
Tumore, die mit NF1 assoziiert sind, konnte tatsächlich eine erhöhte Ras-Aktivität bei Fehlen von 
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Neurofibromin nachgewiesen werden, so z.B. in MPNST (Basu et al., 1992; DeClue et al., 1992; 
Guha et al., 1996), Neurofibrome (Sherman et al., 2000), Astrozytome (Lau et al., 2000) und 
Leukämien (Bollag et al., 1996). Es scheint sich bei der enzymatischen Ras-GAP-Aktivität des 
Neurofibromins um eine spezifische Regulation zu handeln, die nicht von anderen Ras-GAP-
Molekülen ersetzt werden kann. So lässt sich die erhöhte Aktivität des Ras Proteins und die 
erhöhte Zellproliferation in NF1-/- Zellen mittels der Einfügung einer Wildtyp-NF1-GRD 
normalisieren, nicht jedoch mittels der Einfügung von p120-GAP, eines anderen Ras-GAP 
Moleküls (Hiatt et al., 2001). 
 
Die erhöhte Proliferation in Neurofibromin-defizienten Mauszellen (Nf1-/-) scheint durch die   
Ras-GAP Funktion des Neurofibromins erklärt werden zu können, und die 
Tumorsuppressionsfunktion des Neurofibromins wird partiell der Ras-GAP-Aktivität 
zugeschrieben. Die NF1-GRD nimmt allerdings nur etwa 10% des Moleküls ein, und es sprechen 
mehrere Ergebnisse experimenteller Studien für eine weitere Funktion des Neurofibromins 
unabhängig von der Ras-GAP-Aktivität. Vor allem Studien in der Fruchtfliege Drosophila 
konnten bei Fehlen des Neurofibromin-Homologes einen Ras-unabhängigen Phänotyp zeigen. 
Hier ist die cAMP- und Protein Kinase A (PKA)-Kaskade statt der Ras-Signalkette betroffen. Die 
Mutanten zeigten nicht den Phänotyp, der durch aktiviertes Ras zu erwarten wäre. Die Tiere 
fielen vielmehr durch kleines Wachstum auf, zeigten Verhaltensdefizite, kognitive Störungen und 
Defekte in spannungsabhängigen Kaliumkanälen. Dieser Phänotyp konnte nicht durch die 
Regulation des Ras-Weges sondern nur durch ein aktiviertes PKA- Transgen umgekehrt werden 
(Guo et al.,1997; The et al., 1997). Auch in Maus Nf1-/- Schwannzellen beeinflusste das Fehlen 
von Neurofibromin die Zellantwort auf cAMP (Kim et al., 1997). 
 
Immunhistochemische Studien, die die subzelluläre Lokalisation von Neurofibromin 
untersuchten, demonstrierten in Fibroblasten eine Kolokalisation von Neurofibromin mit 
Mikrotubulin (Gregory et al., 1993) sowie eine Interaktion von Neurofibromin mit Tubulin 
(Bollag et al., 1993). Die Struktur des Tubulins enthält eine dem Ras ähnliche G-Domainen-Falte 
(Pai et al., 1990), und die Nähe des N-und des C-Terminals in der Struktur von NF1-GRD lässt 
eine für die Bindung an Tubulin kritische Konformation vermuten (Scheffzek et al.,1998). Die 
Interaktion von Neurofibromin mit Mikrotubulin könnte eine neue Funktion in der Regulation 
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von Mikrotubulin-vermittelten-Prozessen von Neurofibromin reflektieren oder einen 
Mechanismus repräsentieren, über den die Neurofibromin Ras-GAP Aktivität kontrolliert wird. 
 
 
1.1.3 Tiermodelle 
 
Um die Neurofibromatose, das NF1 Gen und das Protein Neurofibromin und seine Funktionen 
studieren zu können, wurden verschiedene Tiermodelle etabliert, darunter tax-transgene Mäuse, 
Nf1- knockout Mäuse, kombinierte Nf1/p53 transgene Mäuse (Brannan et al., 1994; Jacks et al., 
1994; Cichowski et al., 1999), die Fruchtfliege Drosophila (Guo et al., 1997, The et al., 1997) und 
andere Spezies wie Kühe, Syrischer Hamster und bicolore Damselfische (Riccardi 1992). 
Obwohl viele dieser Modelle zum Verständnis der NF1 beitrugen, gelang es oft nicht, die 
klinische Vielfalt der Symptome von Patienten mit NF1 adäquat abzubilden. Heterozygote       
Nf1 +/- Mutanten waren für eine Vielzahl von Symptomen, die auch Patienten mit NF1 
entwickeln, prädisponiert. So fanden sich neben kognitiven Defiziten bei einigen der 
heterozygoten Mutanten auch Phäochromozytome und myeloische Leukämie (Silva et al., 1997). 
Die erwartete spontane Entwicklung von Neurofibromen oder die Transformation zu MPNST 
blieb dagegen aus (Brannan et al., 1994; Jacks et al., 1994). Die homozygoten                     
Maus- Nf1-/- Mutanten waren wegen kardialer Abnormalitäten im Embryostadium Tag 12.5 letal. 
Der Frage nach Notwendigkeit eine „Second-Hit“-Mutation für die Entwicklung von 
Neurofibromen wurde daraufhin experimentell mit der Herstellung chimerer Mäuse, die partiell 
Nf1-/- Zellen enthalten, nachgegangen. Durch die Injektion Nf1-defizienter Zellen in Wildtyp-
Blastozyten gelang 1999 die Herstellung chimerer Mäuse. Tatsächlich entwickelten nahezu alle 
Tiere neben Myelodysplasie und progressiven Motordefekten plexiforme Neurofibrome. 
Interessanterweise zeigten sich keine dermalen Neurofibrome, die häufigsten Tumore bei 
Patienten mit NF1. Die plexiformen Neurofibrome bestanden ebenso wie menschliche NF1-
Neurofibrome zum größten Teil aus Schwannzellen mit wenigen perineuralen Zellen. Dabei 
stellten die Nf1-/- Zellen den größten Anteil dar mit zu vernachlässigender Beteiligung der 
Wildtyp- Zellen. Bei diesem Modell scheint der komplette Verlust des Nf1-Gens somit obligat für 
die Entwicklung plexiformer Neurofibrome zu sein (Cichowski et al., 1999). 
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Viele MPNST entwickeln sich aus plexiformen Neurofibromen und in den Geweben der MPNST 
konnten weitere genetische Veränderungen in der Region des Tumorsuppressors p53 
nachgewiesen werden (Menon et al., 1990; Greenblatt et al., 1994). Um die Rolle des p53 in der 
Entwicklung von MPNST zu beleuchten, wurden Nf1:p53 Mutanten hergestellt             
(Cichowski et al., 1999). Die Analyse der Nf1- und der p53- Lokalisation in diesen Mutanten 
zeigten nachweislich LOH, und die Mutanten entwickelten tatsächlich MPNST mit hoher 
Frequenz. Die zusätzliche Mutation des  p53-Gens scheint somit notwendig für die Prädisposition 
zu maligner Transformation. Eine molekulare Analyse etablierter Zelllinien aus diesen Tumore 
bestätigte eine neuroektodermale Herkunft sowie die Möglichkeit, sich in Schwannzellen, glatte 
Muskelzellen oder autonome Neurone zu entwickeln (Vogel et al., 1999). 
 
 
1.1.4 Wachstumsfaktoren und NF1 
 
Die Entwicklung der Neurofibrome ist gekenntzeichnet durch eine Proliferation multipler 
Zellpopulationen wie Schwannzellen, perineurale Fibroblasten (Fisher und Vuzevski 1968; 
Stefansson et al., 1982) und Mastzellen (Carr und Warren 1993). Man vermutete daher, dass ein 
Teil der Proliferation auf Mitogene zurückzuführen sei. Tatsächlich konnte eine Hochregulation 
verschiedener Wachstumsfaktoren wie des Hepatozytenwachstumsfaktors                     
(engl. Hepatocyte growth factor: HGF) (Krasnoselsky et al., 1994), des basischen 
Fibroblastenwachstumsfaktors (engl. basic Fibroblast growth factor: bFGF) (Ratner et al., 1990) 
und des Insulin ähnlichen Wachstumsfaktors-2 (engl. Insulin like growth factor-2: IGF-2) 
(Hansson et al., 1988) in Neurofibromen identifiziert werden. In zwei Schwannzelllinien von 
MPNST fand sich darüber hinaus eine Überexpression des Wachstumsfaktorrezeptors PDGFR 
(engl. Platelet derived growth Factor receptor: PDGFR). PDGF führte zu einer starken 
Proliferationsinduktion in diesen Zellen, jedoch nicht in Schwannzelllinien von Patienten ohne 
NF1. Auch FGF war mitogen in diesen Zellen, allerdings in einem geringeren Ausmaß   
(Badache und De Vries 1998). 
 
Eine weitere Studie demonstrierte die Expression des Epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors 
(engl. Epidermal growth factor receptor: EGFR) in primären MPNST von NF1 Patienten und 
Patienten ohne NF1 und deren Zelllinien (DeClue et al., 2000). Die Expression des Rezeptors in 
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allen Zellen und Zelllinien korrelierte mit einer Aktivierung von Downstream-Signalwegen und 
einer Wachstumsstimulation durch EGF, die durch Antagonisten blockiert werden konnte. 
Normale Schwannzellen zeigen hingegen keine Expression von EGF (Burden und Yarden 1997). 
Auch Schwannzellen benigner Neurofibrome expremieren nur sehr selten EGFR, man schließt 
daher auf eine wichtige Rolle von EGF in der Progression zur Malignität. MPNST-Zelllinien des 
Nf1:p53 Maustumormodells zeigten ebenfalls eine Expression von EGFR mit einer Aktivierung 
der extrazellulären Rezeptorregulierten Kinase (ERK oder Mitogen-aktivierte Protein Kinase: 
MAPK)- Kaskade und der PI3k/AKT Signalkaskade als Zellantwort auf EGF. Das Wachstum der 
Zelllinien wurde durch EGF in vitro stark stimuliert und zudem durch Antagonisten des EGFR 
geblockt werden (Li et al., 2002). 
 
 
1.2 Omega-3 und Omega-6 Fettsäuren 
1.2.1 Essentielle Fettsäuren 
 
Fettsäuren bestehen aus Hydrocarbonketten mit einer Carboxylgruppe an einem und einer 
Methylgruppe am anderen Ende. Gesättigte Fettsäuren besitzen einfache, mit Hydrogen voll 
gesättigte Bindungen zwischen den Kohlenstoffen, hingegen weisen ungesättigte Fettsäuren 
Kohlenstoff-Doppelbindungen auf, die nicht mit Hydrogen gesättigt sind. 
 
Omega-3 und Omega-6 Fettsäuren unterscheiden sich durch die Stelle der Doppelbindung. 
Während die Doppelbindung in der Omega-3 Fettsäure drei Kohlenstoffe von dem Methylende 
der Kohlenstoffkette entfernt ist, sind es bei der Omega-6 Fettsäure sechs Kohlenstoffe bis zur 
Doppelbindung. Die Kohlenstoffbindungen der Omega-3 und Omega-6 Fettsäuren können von 
Menschen nicht desaturiert werden, sie sind essentiell, d.h. sie müssen mit der Nahrung 
aufgenommen werden. Die Omega-6 Fettsäure wird zumeist als Linolsäure (LA) [Fettsäure mit 
18 Kohlenstoffen, zwei Doppelbindungen, n-6 oder 18:2(n-6)] aufgenommen. Sie kommt in 
Gemüseölen, besonders in Kornöl und Sojabohnenöl vor. Die Arachidonsäure (AA) [20:4(n-6)], 
ein Metabolit aus LA, wird außerdem auch in Fleisch gefunden (Li et al., 1998). Die Omega-3 
Fettsäuren sind in Gemüseölen, besonders Canolaöl, Sojabohnenöl und in grünem Salat als        
α-Linolsäure (LNA) [18:3(n-3)], sowie in größeren Mengen in Kaltwasserfischen als 
Eicosapentaensäure (EPA) [20:5(n-3)] oder als Docosahexaensäure (DHA) [22:6n-3)] enthalten. 
 25
Eine Elongation der Omega-3 und Omega-6 Fettsäuren oder eine Desaturierung zu längerkettigen 
Fettsäuren der gleichen Familie ist möglich, nicht jedoch eine Interkonvertierung (De Gomez und 
Brenner, 1975). Omega-3 und Omega-6 Fettsäuren konkurrieren um dieselben Enzyme für die 
Produktion von Zytokinen. Die drei großen Omega-3 Fettsäuren LNA, EPA und DHA 
unterdrücken dabei die Produktion von AA aus LA durch erfolgreichere Kompetition um die 
Aktivität der Δ5- und der Δ6- Desaturasen (Hague und Christoffersen, 1984). 
 
Als essentielle Komponenten in den Membranphospholipiden sind die Omega-3 und Omega-6 
Fettsäuren Substrate für viele Enzyme. So spaltet die Phospholipase A2 (PLA-2) die 20-Carbon 
Fettsäuren EPA und AA von Membranphospholipiden zur Produktion von Eicosanoiden ab. 
Durch die Aktivität der Cyclooxygenase (COX) entstehen aus EPA und AA Prostaglandine und 
Thromboxane, während die Lipoxygenase (LOX)-Aktivität auf EPA und AA zur Produktion von 
Leukotrienen führt. COX besitzt zwei Isoenzyme, COX-1 und COX-2. COX-1 wird in vielen 
Geweben produziert, während COX-2 durch Inflammation induziert wird und in normalem 
Gewebe nicht zu finden ist. COX-2 ist zudem in einer Vielzahl von Tumore erhöht, wie z.B. in 
hepatozellulärem Karzinom (Kondo et al., 1999), Pankreaskarzinom (Okami et al., 1999), 
Plattenepithelkarzinom des Ösophagus (Shamma et al., 2000), Mammakarzinom               
(Hwang et al., 1998), Urothelkarzinom (Shirahama 2000) und Kolonkarzinom (Kargman et al., 
1995). Besonders die Wirkung von COX-2 auf Kolonkarzinomzellen ist vielfach untersucht 
worden. So wird vermutet, dass COX-2-Inhibitoren in der Prävention und Therapie von 
Kolonkarzinomen eine wirkungsvolle Strategie darstellen könnten. Tatsächlich fanden sich 
Hinweise, dass COX-Inhibitoren wie Sulindac und Piroxicam das Wachstum von 
Kolonkarzinomen unterdrücken (Rao et al., 1995, Reddy et al., 1990). Der selektive             
COX-2 Inhibitor Celecoxib wirkte darüber hinaus in Tierexperimenten und in klinischen 
Untersuchungen als effektives präventives Agens beim Kolonkarzinom (Jacoby et al., 2000). 
 
 
1.2.2 Funktionen der Omega-3 Fettsäuren 
 
Die essentielle Bedeutung der Omega-3 Fettsäure für die normale neurologische Funktion wurde 
zuerst durch den Einsatz der totalen parenteralen Ernährung                     
(engl. total parenteral nutrition: TPN), in Notfällen oder postoperativ eingesetzt, entdeckt. In den 
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80er Jahren begann man, der TPN zwei verschiedene Lipidemulsionen zuzusetzen, eine 
beinhaltete Sojabohnenöl, welches viel Omega-3 Fettsäure enthält, die andere beinhaltete 
Safflower Öl mit einem hohen Gehalt an Omega-6, aber annähernd ohne Omega-3 Fettsäure. 
TPN führte so zu den ersten Beispielen einer Omega-3 Fettsäuren-Defizienz. Die Patienten, die 
die Omega-3 defiziente TPN erhielten, zeigten multiple neurologische Ausfallerscheinungen wie 
Gehschwäche, Beinschmerzen, psychische Störungen oder Sehschwäche. Wurde die TPN 
gewechselt, war die Omega-3-Defizienz aufgehoben und die Neuropathologie verschwand 
(Holman 1998). 
 
Tierexperimentell und anhand klinischer Studien mit Kleinkindern erwies sich DHA als ein 
essentieller nutritiver Faktor für die Entwicklung des Nervensystems (Simopoulos, 1989; 
Makrides et al., 1995). Beispielsweise wurde der bekannte Unterschied in der Reife des 
Nervensystems zwischen Kindern, die mit Muttermilch gefüttert wurden und Kindern, die 
Kindernahrung erhielten, nahezu komplett aufgehoben, wurde der Kindernahrung DHA zugesetzt 
(Makrides et al., 1995.). 
 
Die Omega-3 Fettsäure DHA wird zunächst von der Leber aus dem Blut aufgenommen und 
schließlich zum Zentralnervensystem (ZNS) und zur neuralen Retina transportiert                
(Wang et al., 1992). Die höchsten Konzentrationen an DHA finden sich in Photorezeptoren und 
Synapsen der Retina und im Gehirn (Bazan et al., 1990). DHA wird besonders während der 
Synaptogenese und der Photorezeptorzellbiogenese benötigt (Scott und Bazan 1989). Dabei 
scheint DHA Einfluss auf die exzitatorischen Membranfunktionen, (Salem et al., 1986; Litman et 
al., 2001), auf das Gedächtnis, die Photorezeptorbiogenese und –funktion (Wheeler et al 1975; 
Stinson et al., 1991; Anderson et al., 2002) und die Neuroprotektion zu haben (Kim et al., 2001). 
Das Gehirn und die Retina haben darüber hinaus eine ungewöhnlich hohe DHA-
Retentionsfähigkeit, und es erfordert eine lange DHA-Deprivation, um die Konzentration von 
DHA in diesen Geweben zu reduzieren (Neuringer et al, 1986). Kommt es allerdings zu einer 
Depletion der Speicher, manifestieren sich schwere Funktionsdefizite der Retina                
(Stinson et al., 1991; Neuringer et al., 1984). 
 
Omega-3 Fettsäuren haben neben den Funktionen im gesunden Organismus auch einen Einfluss 
auf Malignome. In Tierexperimenten konnte gezeigt werden, dass das Tumorwachstum von 
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Tieren, deren Nahrung mit Omega-3 Fettsäuren versetzt war, reduziert wurde. Dies wurde für 
eine Vielzahl verschiedener Malignome demonstriert, darunter das Bronchialkarzinom    
(Hardman et al., 2000), das Kolonkarzinom (Calder et al., 1998; Chen und Istfan 2000), das 
Mammakarzinom (Hardman et al., 1997; Connolly et al., 1999) und das Prostatakarzinom 
(Connolly et al., 1997). Zudem konnte die Effizienz der Chemotherapie wie z.B. bei Therapien 
mit Doxorubin und Epirubicin, und der Radiotherapie bei verschiedenen Karzinomtypen durch 
Omega-3 Fettsäuren erhöht und die Nebenwirkungen der Chemotherapie reduziert werden 
(Hardman et al., 2000; Hardman et al., 2001; de Salis und Meckling-Gill 1995;                  
Germain et al., 1999). 
 
Bei der Hemmung des Tumorwachstums durch die Omega-3 Fettsäuren scheinen mehrere 
Mechanismen eine Rolle zu spielen. Darunter waren vor allem Veränderungen im Metabolismus 
der Eicosanoide, kurzlebige, hormonartige Lipide mit einer Kettenlänge von 20 Kohlenstoff-
Atomen (Eicosa=20). Sie besitzen eine Vielzahl an unterschiedlichen Aktivitäten, modulieren 
inflammatorische Antworten und Immunantworten und spielen darüber hinaus eine wichtige 
Rolle in der Plättchenaggregation, dem Zellwachstum und der Zelldifferenzierung. Die 
Produktion der Eicosanoide beginnt mit der Freisetzung der verschiedenen Omega-3 und Omega-
6 Fettsäuren aus den Membranlipiden durch diverse Phospholipasen. Diese Fettsäuren sind 
sodann Substrate für COX-1 und COX-2, sowie Lipoxygenasen oder Cytochrom                  
P450-Monooxygenasen. Während die Aktivität der Cyclooxygenasen zu Prostaglandinen und 
Thromboxanen führt, produzieren Lipoxygenasen Leukotriene, Hydroxy-Fettsäuren und 
Lipoxine. Die Art der produzierten Eicosanoide ist abhängig von dem relativen Anteil der 
verschiedenen Fettsäuren in der Zellmembran. Im Allgemeinen haben die von                     
AA- abstammenden Eicosanoide proinflammatorische Effekte (Cowing und Saker 2001;      
Calder und Grimble 2002). Die von EPA stammenden Eicosanoide dagegen zeigen 
antiinflammatorische Wirkung. Des weiteren wurden die aus AA entstehenden Eicosanoide wie 
PGE 2, Leukotrien B4, Thromboxan A2 mit der Karzinogenese in Verbindung gebracht        
(Rose und Connolly 1999b). So fördert PGE 2 nachweislich das Tumorzellüberleben und findet 
sich in höherer Konzentration in Karzinomzellen als in normalen Zellen (Chulada et al., 2000). 
Auch die von AA abstammenden Leukotriene spielen möglicherweise eine Rolle in 
Tumorzelladhäsion und könnten so eine Metastasierung mit beeinflussen (Damtew und 
Spagnuolo 1997). 
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 Die Biosynthese von Eicosanoidprodukten der AA wird durch die Omega-3 Fettsäuren auf 
mehreren Wegen supprimiert. Zunächst kommt es bei hoher Omega-3 Fettsäurenzufuhr zu einer 
Inkorporation in die Membranphospholipide, wodurch AA ersetzt wird (Crawford et al., 2000). 
Omega-3 Fettsäuren supprimieren zudem COX-2 (Ringbom et al., 2001; Singh et al., 1997), eine 
Omega-3 Fettsäuren -haltige Ernährung führte beispielsweise in MDA-MB 231 
Brustkrebsgewebe bei athymischen Mäusen zur Hemmung der COX-2 Induktion                     
(Rao et al., 1995, Reddy et al., 1990). Neben der Inhibition von COX hemmt DHA auch die 
Eicosanoidsynthese aus AA (Rose und Connolly 2000). Die Omega-3 Fettsäuren besitzen eine 
höhere Affinität für die Desaturasen und Elongasen und kompetetieren so erfolgreich mit Omega-
6 Fettsäuren.  
 
Zudem wird der Nuklearfaktor-κB (NF-κB) durch Omega-3 Fettsäuren gehemmt. NF-κB ist ein 
Transkriptionsfaktor, der proinflammatorische Faktoren induziert, darunter COX-2, Interleukin-1 
(IL-1) und Interleukin–6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und die Wachstumsfaktoren 
Interleukin-2 (IL-2) und Granulozyten- Stimulierender- Faktor (GS-F) (Schwartz et al., 1999). So 
wirkt die Hemmung des NF-κB durch Omega-3 nicht nur reduzierend auf die proproliferativen 
Eicosanoide, die durch COX-2 produziert werden, sondern auch auf die durch NF-κB induzierten 
Zytokine, die ebenfalls das Tumorwachstum fördern und eine Rolle bei der Tumorkachexie 
spielen sollen (Barber et al., 2001; Babcock et al., 2000). 
 
Über eine Aktivierung von Proteinkinase C bewirken Omega-6 Fettsäuren eine Stimulation der 
Mitose (Craven und DeRubertis 1988). DHA und EPA kehren diese Aktivierung der 
Proteinkinase C um und supprimieren so die Mitoserate (McCarty et al., 1996;                     
Murray et al., 2002). Auch die Aktivität der Onkogene ras und AP-1 (engl. Activator Protein-1) 
wurde durch Omega-3 Fettsäuren vermindert (Collett et al., 2001, Liu et al., 2001). 
 
Omega-3 Fettsäuren erhöhen die Zelldifferenzierungsrate von Mammakarzinomzellen          
(Wang et al., 2000) und stellen die funktionelle Apoptose wieder her, indem sie die Expression 
von Genen der BCL-2 Familie herunterregulieren, die die Apoptose blockieren                     
(Chiu und Wan 1999). Zudem erhöhen sie die Transkription von Genen und 
Transkriptionsfaktoren, die die Apoptose induzieren (Narayanan et al., 2001). Auch aktiver NF-
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κB blockiert die Apoptose (Schwartz et al., 1999), so nimmt man an, dass die Inhibition des NF-
κB durch DHA ebenfalls zu einer Wiederherstellung der Apoptose führt. Des weiteren wird eine 
Hemmung der bei Malignomen neu auftretenden Angiogenese postuliert; so demonstrierten Wen 
et al. (2003) beispielsweise eine Angiogenesehemmung durch Omega-3 Fettsäuren in HEP-2 
humanen Karzinomxenotransplantaten. 
 
 
1.2.3 FABP-7, ein DHA-Rezeptor 
 
FABP-7 (engl.: Fatty acid binding protein-7) ist ein Mitglied der FABP-Familie, das spezifisch 
während der Entwicklungsphase des ZNS expremiert wird (Kurtz et al., 1994, Feng et al., 1994). 
Es findet sich eine strenge Korrelation der FABP-7 Expression in radialen Gliazellen und der 
neuronalen Differenzierung und Migration dieser Zellen in vivo. FABP-7 ist außerdem für die 
Aufrechterhaltung der Gliazelldifferenzierung in primärer Zellkultur notwendig (Feng et al., 
1994). FABP-7 unterscheidet sich von anderen Mitgliedern der FABP-Familie durch sein 
Liganden -Bindungsverhalten. So ähnelt die Bindungsaffinität zu ungesättigten Fettsäuren wie 
AA der Affinität anderer Mitglieder, allerdings bindet FABP-7 keine gesättigten Fettsäuren wie 
Palmitsäure oder Arachidinsäure. Verglichen mit den beobachteten Interaktionen anderer FABP 
mit Fettsäuren, bindet FABP-7 allerdings DHA mit einer 20-fach stärkeren Affinität (Xu et al., 
1996). Aufgrund dieser hohen FABP-7/DHA –Bindungsaffinität, der Korrelation der zeitlichen 
FABP-7 Expression im sich entwickelnden ZNS und der Notwendigkeit für DHA für die 
Entwicklung des ZNS (Paulussen et al., 1988) wird vermutet, dass DHA der natürliche Ligand 
für FABP-7 ist (Xu et al., 1996). Während die genaue Rolle von FABP-7 im DHA-Metabolismus 
zur Zeit noch unklar ist, wird eine Funktion von FABP-7 in der Entwicklung des ZNS 
angenommen. Weiterhin scheint FABP einen Einfluss auf die Pathogenese verschiedener 
Malignome zu haben (Celis et al., 1996; Custer und Sorof, 1984; Das et al., 2001; Rasmussen et 
al., 1996). Miller et al. (2002) demonstrierten beispielsweise eine Überexpression von FABP-7 in 
einer Subpopulation von Nf1-/- Schwannzellen sowie in EGFR-positiven MPNST-Zellen. 
 
 
1.3 Caspase und Apoptose 
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Es existieren zwei Mechanismen des Zelluntergangs. Nach einer schweren Gewebsschädigung 
kommt es zu einer Nekrose die mit einer Immunreaktion einhergeht und unterscheidet sich von 
dem programmierten Zelltod, der Apoptose. Die Nekrose, meist eine Zellreaktion auf 
Schädigungen wie Hypoxie, Hyperthermie, Infektion oder mechanische Verletzung, führt zum 
Anschwellen der Zelle mit Schädigung der Organellen und der Zellmembran. Auch das 
Chromatin wird während der Nekrose kondensiert und geschädigt. Am Ende des Prozesses steht 
die Zelllyse. Dadurch kommt es zu einem Austritt von Zellinhaltsstoffen, die so eine 
immunologische Entzündungsreaktion auslösen. 
 
Die Apoptose hingegen wird aktiv von der Zelle durchgeführt. Dies ist ein wichtiger 
Mechanismus, über den die meisten Zellen verfügen, um eine negative Selektion von Zellen, die 
schädlich für den Organismus sind, herbeizuführen. Zu den Zellveränderungen, zu denen es bei 
diesem Prozess kommt, zählt der Verlust der Membranphospholipid-Asymmetrie bei intakter 
Zellmembran während früher Stadien der Apoptose. Dieses Phänomen ist universell und nicht auf 
einen Stimulus oder auf Säugetierzellen beschränkt (Martin et al., 1995). Die Aktivierung der 
Prozesse, die zur Apoptose führen, wird von einer Familie intrazellulärer Proteasen, den Cystein 
Aspartyl-spezifischen Proteasen (Caspasen) eingeleitet. Es existieren multiple Mechanismen der 
Caspasenaktivierung, wobei zwei Signalwege im Detail untersucht wurden. Ein Signalweg 
beginnt mit der Bindung eines Liganden an den TNF-Rezeptor, der über die Aktivierung der 
Caspase-8 die Effektor-Caspase-3 proteolysiert und somit zu Apoptose führt. Der andere 
Signalweg involviert Mitochondrien, die Caspase-aktivierende Proteine wie Cytochrom-C ins 
Cytosol freigeben, um so über Caspase-9 und wieder die Effektor - Caspase - 3 die Apoptose 
einzuleiten.  
 
 
1.4 Mitogen aktivierte Protein Kinase 
 
ERK gehört zu einer Familie von Serin/Threonin Mitogen aktivierten Protein Kinasen (MAPK). 
Die MAPK Kaskade ist in diversen Zellfunktionen, darunter Zellproliferation, 
Zelldifferenzierung, Zellbewegung, Zellteilung und Zelltod involviert. Die Kaskade ist 
evolutionär in allen Eukaryoten konserviert und spielt eine Schlüsselrolle in der Regulation der 
Genexpression wie auch bei zyptoplasmatischen Aktivitäten. In Säugetiersystemen gibt es derzeit 
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fünf verschiedene MAPK- Subfamilien. Unter ihnen die ERK1/2 Kaskade (Extrazellulär 
signalregulierte Kinase 1/2: ERK1/2), die cJNK (c-Jun N-terminale Kinase: JNK), die p38 
Kaskade (Ip und Davis 1998; Lewis und Shapiro 1998) sowie die ERK3/4 Kaskade und die 
ERK5 Kaskade. Der biologische Kontext eines Signals spielt eine entscheidende Rolle für das 
Resultat einer MAPK-Aktivierung. So sind ERKs generell in der Regulation von Wachstum und 
Zelldifferenzierung und JNKs normalerweise in der Stressantwort involviert, JNKs induzieren 
allerdings in manchen Zelltypen auch eine Proliferation (Smith et al., 1997). 
 
Die verschiedenen Signalwege, in denen die MAPK involviert sind, werden durch äußerst diverse 
Stimuli aktiviert. Wachstumsfaktoren wie EGF (McCawley et al., 1999), Lipopolysaccharide 
(Foey et al., 1998) und chemotherapeutische Agenzien (Persons et al., 2000) aktivieren 
beispielsweise den ERK-Weg. Die JNK und p38 MAPK Signalwege reagieren demgegenüber auf 
Stressstimuli wie Hitze, osmotischer Schock, Bestrahlung oder ebenso auf Wachstumsfaktoren ( 
Paumelle et al., 2000). 
 
Typischerweise besteht ein MAPK Modul aus drei Kinasen, die einen sequentiellen 
Aktivierungsweg darstellen. Die erste Kinase des Moduls, eine MAPK Kinase Kinase (MKKK), 
wird durch Interaktion mit kleinen GTP bindenden Proteinen der Ras- oder Rho- Familie 
aktiviert. Diese MKKKs sind Serin/Threonin Kinasen, die in aktiviertem Zustand die nächste 
Kinase dieses Moduls phosphorylieren, die MAPK Kinase (MKK). Diese wiederum 
phosphorylieren die letzte Kinase des Moduls, die MAPK, die die eigentlichen Substrate 
aktiviert. Die meisten dieser Substrate sind Transkriptionsfaktoren, aber auch Protein Kinasen, 
Phospholipasen und Zytoskelett-assoziierte Proteine. 
 
Der am besten untersuchte MAPK Signalweg in Säugetierzellen ist der ERK- Weg. Die ERK1/2 
Subfamilie ist eine von insgesamt fünf (ERK1-5). Durch die Stimulation von ERK kommt es zu 
einer Aktivierung mehrerer Transkriptionsfaktoren oder Serin Threonin Kinasen, die zu 
Zellproliferation und Zellüberleben, aber auch zu Differenzierung und Zellzyklusregulation 
führen. Eine Vielzahl der Faktoren, die die Phosphorylierung von ERK induzieren, wirken via 
Aktivierung von Ras. Ras aktiviert daraufhin die MKKK in diesem Modul, Raf-1, dieses 
wiederum stimuliert den ERK-Signalweg (Smith et al., 1986; Marais und Marshall 1996 ). 
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Die biologischen Funktionen von ERK hängen vom Kontext der Aktivierung ab. Viele 
Arbeitsgruppen konnten eine erhöhte Expression von ERK in Tumorgewebe und eine Korrelation 
zwischen einer ERK1/2- Aktivierung und erhöhter Zellproliferation zeigen. Darüber hinaus 
stimulieren Wachstumsfaktoren wie EGF und PDGF die Aktivität von ERK einhergehend mit 
einer erhöhten Zellproliferation. Beispielsweise zeigte eine Analyse der Expression und Aktivität 
von ERK in Mammakarzinomgewebe in allen untersuchten Geweben eine Überexpression von 
ERK mit einhergehender erhöhter Aktivität verglichen mit normalem Gewebe. Auch die 
Expression des Downstream-Effektors Raf-1 war im untersuchten Mammakarzinomgewebe 
heraufreguliert (Maemura et al., 1999). Eine Störung verschiedener Komponenten des ERK 
Signalweges durch dominant negative Mutanten oder durch antisens-Konstrukte für Raf-1 oder 
ERK führen zudem zu signifikanter Hemmung der Zellproliferation (Pages et al., 1993; Seger 
und Krebs 1995). ERK scheint zudem auf das Zellüberleben zu wirken, so wurde durch eine 
Inhibition von ERK eine Erhöhung der Apoptoseinduktion einhergehend mit einer Aktivierung 
des Schlüsselenzyms der Apoptose, der Caspase-3 in Chondrozyten demonstriert (Kim et al., 
2002). Chuang et al. (2000) wiesen darüber hinaus eine Assoziation zwischen der durch 
Cadmium ausgelösten Inhibierung von ERK und einer verstärkten Apoptose in humanen 
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomzellen nach. Mansour et al. (1994) testeten die Hypothese, 
Onkogene, wie ras, src und raf induzierten eine verlängerte Aktivität von MAPKK und führten 
so zu Zelltransformation. Tatsächlich fand sich in Säugetierzellen, die eine konstitutiv aktivierte 
MAPKK Mutante mit erhöhter Aktivität gegenüber der Wildtyp Kinase expremierten, eine 
Aktivierung der AP-1 regulierten Transkription. Diese Zellen waren stark tumorgen in 
athymischen Mäusen. 
 
Neben der Stimulierung der Zellproliferation ist der ERK-Signalweg auch in der Induktion der 
Zelldifferenzierung involviert. Wurden B-Lymphozyten beispielsweise mit Okadaidsäure, einem 
Phosphataseinhibitor behandelt, kam es zu einer Aktivierung von ERK mit einhergehender 
Hemmung der Zellproliferation (Casillas et al., 1993). ERK scheint darüber hinaus auch in 
Cerebellaren Granular Neuronen (CGN) den Zelltod auszulösen. So führte eine Inhibition der 
ERK Aktivität zu einer Reduktion der geschädigten Neuronen, unabhängig von Caspase-3 
(Subramaniam et al., 2004). In glatten Muskelzellen beobachtete man ebenfalls eine 
zellwachstumsinhibierende Aktivität von ERK. PGE 2 führt in diesen Zellen nachweislich zu 
einer Hemmung der Zellproliferation. Bornfeldt et al. (1997) gelang der Nachweis über einen 
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Zusammenhang zwischen der Aktivierung von ERK in diesen Zellen und der Sekretion von PGE 
2 mit einhergehender Hemmung der Zellproliferation. Die Hemmung schien von PGE 2 
abzuhängen, denn fehlte in den glatten Muskelzellen die induzierbare Form der COX, kam es bei 
Aktivierung von ERK nicht zu einer PGE2 Sekretion und die Zellen proliferierten. 
 
 
1.5 Aufgabenstellung der Arbeit 
 
Obwohl das Verständnis der Pathogenese der NF1 durch die neuen molekularbiologischen 
Methoden, wie z.B. die Entdeckung des NF1 Gens (Cawthone et al., 1990; Wallace et al., 1990) 
oder die Analyse des Proteins Neurofibromin (DeClue et al., 1991; Gutmann et al., 1991; Golubic 
et al., 1992), stark zugenommen hat, bleiben viele Aspekte der Neurofibromatose Typ 1 unklar. 
So ist die große Variabilität der Ausprägung und des natürlichen Verlaufs der Krankheit 
Gegenstand intensiver Forschung. 
 
Anhand verschiedener Studien wurde bereits die Rolle von Hormonen und Wachstumsfaktoren in 
der Pathogenese der NF1 analysiert. Demgegenüber gab es bisher noch keine Untersuchungen 
über den Einfluss von Fettsäuren auf das Tumorwachstum bei NF1. Studien über 
Expressionsprofile in Nf1-/- Schwannzellen zeigten eine dramatische Induktion des FABP-7 
(Feng et al., 1994; Kurtz et al., 1994; Miller et al., 2003), ein Protein, welches DHA mit einer 
hohen Affinitität bindet (Xu et al., 1996). 
 
Wir untersuchten daher den Effekt der Omega-3 und Omega-6 Fettsäuren in der 
Neurofibromatose Typ 1. Als Modell wurden Zellkulturen von Maus Nf1/p53 Zellen, die als 
Tumormodell für die Entwicklung von MPNST dienen, verwendet. Die Omega-3 Fettsäure DHA 
und die Omega-6 Fettsäure AA allein und in Kombination wurden eingesetzt und ihr Einfluss auf 
das Zellwachstum und auf die Apoptose betrachtet. Es wurden Proliferationsassays durchgeführt, 
um quantitative Aussagen über das Wachstum oder die Wachstumshemmung unter dem Einfluss 
der Fettsäuren zu bekommen. 
 
Ferner wurde die Wirkung der Fettsäuren DHA und AA auf die durch multiple 
Wachstumsfaktoren induzierte Zellproliferation in der NF1 analysiert. Ein weiteres Ziel war es, 
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Details über die molekularen Mechanismen der Modulation des Zellwachstums durch die 
Fettsäuren herauszufinden. Zunächst wurde der Mechanismus des Zelltodes mittels 
Immunhistochemie und Western-Blot-Analyse untersucht. Im nächsten Schritt wurden Moleküle 
möglicher Downstream-Signalwege, durch die DHA und AA wirken könnten, analysiert. 
 
Nach den in vitro Studien wurden in vivo Experimente an Mäusen durchgeführt, um so das durch 
Injektion von Nf1/p53 Tumorzellen induzierte Tumorwachstum und die Überlebensrate nach 
Applikation von DHA und AA zu beurteilen. Die Lokalisation des DHA Rezeptors FABP-7 in 
NF1 assoziierten Zelllinien und Tumorgeweben wurde mittels Immunhistochemie und PCR in 
Expressionsstudien untersucht. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Material 
2.1.1 Fettsäurepräparation 
DHA Sigma, München 
 
AA Sigma, München 
 
Albumin Lösung Sigma, München  
5% 
 
 
2.1.2 Zellkultur 
DMEM Invitrogen, Karlsruhe 
(engl. Dulbecco’s modified Eagle Medium) 
 
PBS (steril), Phosphatpuffer, pH 7,4 Apotheke der Universität Bonn 
• 8 g NaCl 
• 0,276 g NaH2PO4 x H2O 
• 2,864 g Na2HPO4 x 12 H2O 
• ad 1.000,0 ml Aqua dest. 
 
Fetales Kalbs Serum  Invitrogen, Karlsruhe 
(engl. fetal calf serum: FCS) 
10% 
 
Apoptose Detektions Kit Sigma, München  
(APO-AC) 
 
Annexin V-Cy3.18 Sigma, München 
(A4963) 
100μg/ml Lösung in 50mM Tris-HCl,  
pH 7,5 mit 100mM NaCl 
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6-Carboxyfluoresceindiacetat (6-CF) Sigma, München 
(C5041) 
Bindender Puffer Sigma, München 
(B9796) 
(10x) 
10mM Hepes pH 7,5 mit 140mMNaCl,2,5 mM CaCl2
 
Aceton Apotheke der Universität Bonn 
 
Penicillin Apotheke der Universität Bonn 
 
Streptomycin Apotheke der Universität Bonn 
 
 
2.1.2.1 Wachstumsfaktoren 
EGF Sigma, München 
 
PDGF-ß Sigma, München 
 
bFGF Invitrogen, Karlsruhe 
 
IGF-1 Invitrogen, Karlsruhe 
 
 
2.1.2.2 Zellen 
Maus Nf1:p53 MPNST 
Zell Linien 39-2-11 und 32-5-30 Geschenk von Louis Parada 
 (University of Texas) 
 
Mensch NF1:P53 MPNST Geschenk von Viktor Mautner 
Zell Linien S520, S462, S805 (Universität Hamburg) 
Mensch Zelllinie S811 
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Mensch- und Maus-Hautfibroblasten Erhalten aus Nf+/- und Wild-Typ Mäusen 
 und der Haut eines NF1-Patienten und eines 
 gesunden Individuums respektive 
 
 
2.1.2.3 Farbstoffe 
Trypanblau Serva, Heidelberg 
Charge: 15F-0060 
 
 
2.1.2.4 Lysierungslösungen 
Proteaseinhibitoren Sigma, München 
Leupeptin, Aprotinin, Phenylmethylsulphonylfluoride 
(PMSF) 
 
Liquid Nitrogen 
 
12-15% SDS Gel 
 
 
2.1.3 Antikörper 
2.1.3.1 Primärantikörper 
Anti-P-ERK/ERK Upstate, Dundee 
 
Anti-ERK Upstate, Dundee 
 
Anti-Caspase-3 Cell Signaling Technology, Danvers 
 
Anti-β-actin Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 
 
Anti-FABP-7 Geschenk von Thomas Müller 
 (Max Delbrück Center Berlin) 
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2.1.3.2 Sekundärantikörper 
Anti-Hase Sekundärantikörper Amersham Biosciences, Freiburg 
 Horseradish peroxidase (HRP) markiert 
ECL-Chemiluminescence Detektionssystem Amersham Biosciences, Freiburg 
 
Ziege Anti-Hase Amersham Biosciences, Freiburg 
Sekundär biotinyliert 
 
ABC System Vector Laboratories, Burlingame 
DAB 
 
 
2.1.4 PCR-Reagenzien 
Trizol Reagenz Life Technologies, Eggenstein 
 
Oligo-dT Primer, Superscript Gibco-BRL, Gaithersburg 
 
 
Mensch ß-actin Primer 
5’-AGCGGTTCCGCTGCCTGA-3’ 
5’-GGACTTCCTGTAACAATG-3’ 
 
Maus ß-actin Primer Invitrogen, Karlsruhe 
 
Maus/Mensch FABP-7 Primer 
5’-GGCGTGGGCTTTGCCACT-3’ 
5’-TGCCATCCTTAATTTCTC-3’ 
 
1% Agarose Gel 
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 2.2 Methoden 
2.2.1 Präparation der Fettsäuren 
 
Die Fettsäuren DHA und AA wurden mit je 5% entfetteter Albuminlösung zu einer 
Konzentration von 600μg/ml gemischt und für 1-2 Stunden bei 37°C inkubiert. Die 
Fettsäurelösungen wurden alliquotiert und bei –80°C gelagert. Sie wurden direkt vor dem 
Gebrauch aufgetaut. 
 
 
2.2.2 Zellkultur 
 
Die Maus Nf1:p53 MPNST Zellinien 39-2-11 und 32-5-30 waren ein Geschenk von Louis Parada 
(University of Texas). Die menschlichen NF1:P53 MPNST Zellinien S520, S462 und S805 
stammten von MPNST und wurden genotypisiert wie beschrieben (Frahm et al., 2004). Die 
menschliche Zellinie S811 stammt von MPNST, Mutationsanalysen und Karyotypisierung dieser 
Zellinien zeigten jedoch die nicht-tumoröse Entstehung. Mensch- und Maus- Hautfibroblasten 
wurden aus Nf1+/- und Wildtyp-Mäusen erhalten und von der Haut eines NF1-Patienten und 
eines gesunden Individuums respektive. Die Zellen wurden in DMEM mit 10%igem FCS und 
Penicillin/ Streptomycin kultiviert. 
 
 
2.2.3 Proliferationsassay 
 
Die Zellen wurden in 24-Kammer-Platten mit 20.000 Zellen/Kammer für die 3-Tages-
Wachstumsassays und mit 10.000 Zellen/Kammer für die 6-Tages-Wachstumsassays in 
komplettem Wachstumsmedium angesetzt. Sobald die Zellen adhärend waren, wurden sie für 24h 
in serumfreiem Medium kultiviert. Medium, versetzt mit den Fettsäuren DHA, AA oder den 
Wachstumsfaktoren EGF, PDGF-ß, bFGF und IGF-1 und mit Albuminlösung als Kontrolle 
wurde sodann appliziert, und die Zellen wurden bei 37°C inkubiert. Nach 3 Tagen wurde 
Trypsin-EDTA zugesetzt, um die Zellen von den Kulturflaschen zu lösen. Die Zählung erfolgte 
mittels Trypanblau. Bei den 6-Tages-Wachstumsassays wurde das Medium am 3. Tag 
gewechselt, und die Zellen wurden am 6.Tag wie oben beschrieben trypsiniert und ausgezählt. 
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Die Konzentrationen und Kombinationen der individuellen Faktoren werden in den Legenden der 
Graphen beschrieben. 
 
 
2.2.4 Detektion der Apoptose 
 
Die Apoptose wurde mittels immunhistochemischer Markierung mit Annexin-Cy 3.18 und 6-CF 
detektiert. Um die Apoptose zu induzieren, wurden die Zellen in serumfreiem DMEM für 24h 
inkubiert und dann mit DHA (30μg/ml) oder Albumin in derselben Konzentration behandelt. 
Nach 24h Inkubation wurden die Zellen trypsiniert und gelöst. Die Proben wurden mit der 
Doppelimmunfluoreszenz für Annexin und 6-CF nach dem Protokoll des Herstellers gefärbt, und 
die Ergebnisse wurden mittels eines Fluoreszenzmikroskops beobachtet und danach fotografiert. 
Abhängig von der Markierung wurden die entsprechenden Filter verwendet. 
 
 
2.2.5 Western-Blot Analyse 
 
In jede Kammer der 12-Kammer-Platte wurden ungefähr 2x105 Zellen ausgesät. Sie wurden in 
Wachstumsmedium für 16h bis zur Adhärenz kultiviert und dann für 24h in serumfreies Medium 
gebracht, bevor sie wie in den Legenden der Graphen beschrieben, mit EGF, DHA oder AA 
behandelt wurden. Die Zellen wurden 1h und 7h nach dieser Behandlung für 5min in dem 
adäquaten Lysierungspuffer, dem die Proteaseinhibitoren Leupeptin, Aprotinin und PMSF 
zugesetzt wurden, lysiert. Die Lyseprodukte wurden sofort in liquidem Nitrogen gefroren, und es 
wurden gleiche Mengen an Protein auf 12-15%igem SDS-Gel für die Elektrophorese geladen. 
Die Western-Blot Analyse wurde mit den Antikörpern Anti-P-ERK/ERK, Anti-ERK, Anti-
Caspace-3 und Anti-β-Actin durchgeführt und mittels des HRP-markierten sekundären Ziege-
Anti-Hase Antikörpers und des ECL-Chemilumineszenz Detektionssystems detektiert. 
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2.2.6 Tumor Wachstums Assays 
 
Athymischen Mäusen wurde die Maus-MPNST Zellinie 32-5-39 mit 105 Zellen pro Maus 
subkutan injiziert. Sobald die Tumore eine Größe von ungefähr 100 mm3 erreichten, wurden 
diese Mäuse per Zufall drei Gruppen zu je sechs Mäusen zugeordnet. In die Tumore der 
experimentellen Gruppe wurden 10μl DHA (30μg/ml) und in die Tumore der Kontrollgruppe 
entweder 10 μl AA (30μg/ml) oder Albuminlösung injiziert. Die Tumore wurden jeden 2. Tag 
behandelt und ihre Größe gemessen. Die Mäuse wurden geopfert, sobald die Tumorgröße 2cm in 
einer Dimension erreicht hatte. 
 
 
2.2.7 PCR-Analyse 
 
Die RNA wurde aus einer gleichen Anzahl Zellen oder aus gleichen Volumenanteilen an Gewebe 
präpariert. Es wurde Trizol Reagenz für die cDNA-Transkription mit Oligo-dT Primer und 
Superscript Reverse Transkriptase verwendet. Die humanen ß-actin Primer (5’-
AGCGGTTCCGCTGCCTGA-3’, 5’-GGACTTCCTGTAACAATG-3’), Maus ß-actin Primer 
und die humanen/Maus FABP-7 Primer 5’-GGCGTGGGCTTTGCCACT-3’, 5’-
TGCCATCCTTAATTTCTC-3’ wurden in den PCR-Reaktionen verwendet. Es wurden 35 
Zyklen mit 1min Denaturation bei 94°C; 1min Annealing bei 55°C und 1min Polymerisation bei 
72°C durchgeführt. Die Produkte wurden auf einem 1,0 %igem Agarose Gel analysiert. 
 
 
2.2.8 Immunhistochemie 
 
In Paraffin eingebettete humane Neurofibromgewebsschnitte wurden 10min in der Mikrowelle 
erhitzt und nach 5min Abkühlung bei RT mit frischer Xylenlösung für 10min behandelt. Nach 
zweimaligem Waschen in 100%igem Ethanol für je 5min wurden die Schnitte mittels gradueller 
Waschung in Ethanol rehydriert und anschließend in ddH2O und PBS für je 1min gewaschen. 
Die Behandlung in der Mikrowelle wurde in PBS/1% (v/v) Acetsäure für 10min bei 80°C 
durchgeführt. Die Schnitte wurden gekühlt und zweimal in PBS gewaschen. Das Gewebe wurde 
sodann mit PBS/1% BSA behandelt und mit 20%igem Normalserum in PBS für 30min geblockt. 
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Normalserum der Spezies, in der die Antikörper produziert wurden, wurde als Blockung benutzt. 
Der Antikörper Anti-FABP-7 wurde in einer Verdünnung von 1:3000 für 20min bei 50°C 
appliziert. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die Schnitte für 30min mit 20%igem 
Normalserum in PBS geblockt. Der sekundäre biotinylierte Ziege-Anti-Hase Antikörper wurde 
für 20min in PBS/2% BSA bei RT appliziert. Die Gewebsschnitte wurden dreimal mit PBS 
gewaschen. Die Detektion und die Visualisierung wurde mittels ABC-Reagenzien für 15min mit 
0,1mg/ml 3,3´diaminobenzidine (DAB)-Färbung als Substrat durchgeführt, bevor die Schnitte 
eingebettet wurden. Die Tumore und normaler Nerv der Maus wurden entnommen und 
eingefroren. Die Schnitte wurden in 4% Paraformaldehyd fixiert, in PBS gewaschen und die 
Immunhistochemie wurde wie oben beschrieben durchgeführt. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Hochdosiertes DHA induziert die Apoptose von murinen und humanen MPNST-Zellen 
 
Um den Effekt von DHA auf die MPNST- Zellen zu testen, wurden den humanen (S520, S462, 
S805) und den murinen (32-5-30, 39-2-11) MPNST-Zellen DHA in physiologischer 
Konzentration (26,4 +/- 10,2 μg/ml), die auch in maternalem Plasma zu finden ist, zugesetzt 
(Ruyle et al., 1990). Am  3. Tag stieg bei einer niedrigen Dosierung von 3 μg/ml die Zellzahl der 
Mauszelllinie 32-5-30 signifikant um 209%, und die der humanen MPNST-Zelllinien um 119% 
an (Abbildung 1). Weder bei den NF1+/-, den humanen und murinen Wildtyp- Hautfibroblasten, 
noch bei der murinen MPNST-Zelllinie 39-2-11 konnte ein Effekt detektiert werden. Die 
Zelllinie 39-2-11 ist die tumorgenste aus einer Gruppe von sechs unabhängigen Linien, die 
Zelllinie 32-5-30 hingegen stellt die Zelllinie mit den geringsten tumorgenen Eigenschaften dar 
(Daten werden hier nicht gezeigt). Es könnte folglich sein, dass die Zellen mit höherem 
tumorgenem Potential eine verminderte oder fehlende Sensitivität gegenüber der proliferativen 
Wirkung von DHA besitzen. 
 
Die Applikation von 30 μg/ml DHA führte hingegen zum Zelltod der meisten murinen MPNST-
Zellen mit einem geringeren Effekt auf die humanen MPNST-Zellen. Während sich das 
Wachstum der humanen und murinen Wildtyp-Hautfibroblasten nicht änderte, war ein leichter, 
aber signifikanter Effekt auf die NF1+/- Hautfibroblasten zu beobachten (Abbildung 1). 
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Abbildung 1: Effekt von DHA (3 und 30μg/ml) oder Albuminlösung auf die Proliferation der murinen (Zelllinien 
32-5-30, 39-2-11) und humanen (Zelllinien S805, S462, S520) Malignen peripheren MPNST-Zellen und auf die 
murinen und humanen NF1+/- (mouse nf-fib, hu NF-fib) und Wildtyp (mouse wt-fib, hu wt-fib) primären 
Hautfibroblasten. Den Zellen wurde drei Tage DHA oder Albumin zu serumfreien Medien zugesetzt.        
(Sternchen: Signifikanz zwischen behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe; **P<0,002; *P<0,02; zweiseitiger T-
Test. Balken ohne Sternchen zeigen keine Signifikanz zwischen den behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe. 
Es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen der 3 und 30μg/ml Gruppe in der Zelllinie S520 und der 3 und 
30μg/ml Gruppe in humanen NF1+/- Fibroblasten : P<0.045). Experimente n>6. 
 
Um den Mechanismus des durch DHA verursachten Zelltodes zu etablieren, applizierten wir 
DHA mit einer Konzentration von 60 μg/ml und Albuminlösung auf die Mauszelllinie 39-2-11. 
Nach Inkubation für 24h in serumfreiem Medium wurden die apoptotischen und die vitalen 
Zellen mit Hilfe des Annexin V und 6-CF gemessen. In >80% der Zellen, die mit DHA behandelt 
wurden, konnte Annexin als Marker für eine frühe Apoptose entdeckt werden, während in der 
Kontrollzellgruppe nur <5% apoptotisch waren (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Immunfluoreszenzfärbung von 6-CF (grün) oder Annexin (rot) in murinen 39-2-11 Zellen mit DHA 
(obere Abbildung) oder Albumin (untere Abbildung) behandelt. Die Zellen wurden für 24h in serumfreiem Medium 
kultiviert, DHA oder Kulturmedium wurde zugesetzt, und nach 24h wurde die Apoptose gemessen. Experimente 
n>3. 
 
Mittels Western-Blot Analyse der murinen MPNST-Zelllinien und der humanen MPNST-
Zelllinien konnte die Induktion der Apoptose über eine Aktivierung des Caspase-3-Signalweges 
durch DHA bestätigt werden. AA führte weder in humanen noch in murinen MPNST-Zellen zu 
einer Aktivierung der Caspase-3, wie für die Zelllinie S520 und 39-2-11 gezeigt wird  
(Abbildung 3). 
 46
  
Abbildung 3: Western-Blot Analyse der aktivierten Caspase-3 (Cas-3) und des β-Actins in murinen (39-2-11) und 
humanen (S520) MPNST-Zelllinien. Den Zellen wurde DHA und AA für 7h in serumfreiem Medium zugesetzt. 
Experimente n>3. 
 
 
3.2 DHA hemmt die Stimulation der MPNST-Zellen durch Wachstumsfaktoren 
 
Wir testeten den Effekt von DHA in Kombination mit Wachstumsfaktoren, die bekanntermaßen 
das Wachstum von MPNST-Zellen stimulieren. In der Zelllinie 39-2-11 führte die Applikation 
von EGF und PDGF-β zu einem mehr als dreifach erhöhtem Zellwachstum, während bFGF und 
IGF-1, verglichen mit der Kontrolle am 6. Tag, ein mehr als zweifach erhöhtes Zellwachstum 
induzierten. DHA in einer Konzentration von 30 μg/ml kehrte die Stimulation durch alle 
getesteten Wachstumsfaktoren komplett um und reduzierte die Zellzahl auf ebenso niedrige Level 
wie mit DHA alleine erreicht wurden (Abbildung 4). 
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 Albumin       EGF 10     EGF+DHA     PDGF 50    PDGF+DHA   bFGF 50    bFGF+DHA   IGF-1 20       IGF-1
        ng/ml  ng/ml           ng/ml   ng/ml    +DHA 
Medium 
 
Abbildung 4: Effekt von DHA (30μg/ml) auf die Wachstumsfaktorstimulation der murinen 39-2-11 MPNST-Zellen. 
Die Zellen wurden für 6 Tage mit einem Mediumwechsel nach 3 Tagen inkubiert. Die Differenz zwischen dem 
Effekt der Wachstumsfaktoren alleine und dem Effekt der Wachstumsfaktoren plus DHA war signifikant (P<0.0007, 
T-Test). Experimente n>3. 
 
Die Induktion der Apoptose in EGF-stimulierten Zellen war auch in Anwesenheit von 0,5% FCS 
dosisabhängig (Abbildung 5). Bei der Zelllinie 32-5-30 wurden vergleichbare Level der 
Wachstumsfaktorstimulation und der Hemmung durch DHA gefunden (Die Daten werden hier 
nicht gezeigt). 
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#
        0,5%         EGF 10ng/ml      +DHA 60          +DHA 30           +DHA 15         +DHA 7,5 
FCS/Albumin 
Medium  
Abbildung 5: Dosis-Wirkungs-Darstellung von DHA auf die Stimulation muriner 39-2-11 MPNST-Zellen durch 
EGF und 0,5% FCS. Sternchen: P<0.01 verglichen mit EGF alleine; Kreuzchen: P=0.07 (T-Test). Experimente n>3. 
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3.3 DHA und AA zeigen eine reziproke Aktivität 
 
In der Modulation verschiedener Tumorzellen ließ sich eine reziproke Aktivität der Omega-3 und 
Omega-6 Fettsäuren nachweisen (Hardman, 2002). Um diesen Effekt in MPNST-Zellen zu testen 
und die Spezifität der Modulation durch die Fettsäuren darzustellen, wurde der Effekt von 
30μg/ml DHA und AA auf Zelltod und Proliferation verglichen. Nachweislich führte DHA 
nahezu zum kompletten Zelltod, bei AA war demgegenüber eine Wachstumsstimulation mit 
einem zweifach erhöhten Wachstum zu beobachten (Tabelle 1). 
 
Probe (μg/ml) 39-2-11 32-5-30 
Albumin Lösung 100+/-19 100+/-19 
DHA 30 3+/-5 (0.001) 8+/-8 (0.009) 
AA 30 202+/-70 (0.009) 203+/-20 (0.004)  
DHA 30 + AA 30 32+/-20 (0.42)** 68+/-30 (0.1)##
DHA 30 + AA 3 25+/-22 (0.008)* 74+/-27 (0.1)#
DHA 3 + AA 30 197+/-18 (0.003)** 291+/-18 (0.002)##
DHA 3 + AA 3 149+/-61 (0.37)* 284+/-123 (0.059)#
 
Tabelle1: Vergleich von DHA, AA und verschiedener Kombination beider Fettsäuren auf das MPNST 
Zellwachstum. Die Daten sind als Prozent des Wachstums relativ zu der Albuminlösung angegeben (+/-SD). In 
Klammern: Signifikanzwerte zwischen Kontrolle und behandelter Gruppen (T-Test). *,**, # ,## = Signifikanzwerte 
zwischen gleichen AA- und 3 und 30μg/ml DHA- Gruppen respektive. ** = 0.0008, * = 0.02, ## = 0.0004, Ф = 0.04. 
Experimente n>3. 
 
Nach der beobachteten reziproken Wirkung beider Fettsäuren wurde nun der Effekt von   
30μg/ml AA auf die durch die Wachstumsfaktoren ausgelöste Stimulation der MPNST-Zelllinie 
39-2-11 getestet. Hier zeigte sich kein Effekt auf die Wachstumsstimulation durch EGF und  
IGF-1. Es ließ sich allerdings ein verminderter Wachstumseffekt von bFGF und ein markanter 
synergistischer Effekt von AA auf die Stimulation durch PDGF-β darstellen. So induzierte AA in 
Kombination mit PDGF-β eine sechsfache Erhöhung des Wachstums im Vergleich zu einer 
dreifachen Erhöhung von PDGF-β alleine (Abbildung 6). DHA zeigte insgesamt einen konsistent 
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hemmenden Effekt auf die Stimulation durch Wachstumsfaktoren, während sich bei AA ein 
variabler Effekt in Abhängigkeit von den Faktoren zeigte. 
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Abbildung 6: Effekt von AA (30μg/ml) auf die Wachstumsfaktorstimulation muriner 39-2-11 MPNST-Zellen. 
Signifikante Differenzen sind durch Sternchen markiert: P<0.02 (T-Test). Experimente n>3. 
 
In verschiedenen Malignomen konnte bereits ein Einfluss der Relation der Omega-3 und   
Omega-6 Fettsäuren auf die Tumorgenese gezeigt werden (Hardman 2002). Wir untersuchten 
dieses Phänomen, indem die Zelllinien 32-5-30 und 39-2-11 mit verschiedenen Kombinationen 
von niedrig dosiertem (3μg/ml) und hochdosiertem (30μg/ml) DHA und AA behandelt wurden 
(Tabelle 1). In Konditionen mit hochdosiertem DHA konnte AA in keiner Dosierung das 
Wachstum der MPNST-Zellen stimulieren, auch wenn die Anwesenheit von AA die Hemmung 
der Zelllinie 32-5-30 durch DHA verminderte. In Konditionen mit niedrig dosiertem DHA 
führten beide Dosierungen von AA zu einer Stimulation des Zellwachstums, sowohl über den 
Effekt der hochdosierten AA, als auch der niedrig dosierten DHA hinaus. Zusammenfassend 
scheint DHA im Medium bei vergleichbarer Dosierung von DHA und AA insgesamt das 
Zellwachstumsmuster zu kontrollieren, selbst in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren     
(Tabelle 1). 
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3.4 DHA induziert die Phosphorylierung von ERK und die Aktivierung von Caspase in 
MPNST-Zellen 
 
Verschiedene Studien fanden Hinweise auf eine Reduktion der Inzidenz von Kolonkarzinomen 
bei Einhaltung einer DHA-reichen Diät (Deschner et al., 1990; Minoura et al., 1988; Reddy et al.; 
1991). Weiterhin weisen Experimente darauf hin, dass DHA durch eine Inhibition von Ras 
Kolonkarzinomzellen beeinflusst (Collett et al., 2001). Wir untersuchten hier die Mechanismen, 
durch die DHA auf die MPNST-Zellen wirken. Dazu wurden die Ras-GTP Level und die 
Phosphorylierung der Ras-Downstream-Signalmoleküle MAP-Kinase/ERK in Reaktion auf EGF, 
DHA und AA in humanen und murinen MPNST-Zellen gemessen. Wie erwartet konnte gezeigt 
werden, dass EGF in einer Konzentration von 20 ng/ml die Phosphorylierung von ERK in allen 
Zellen stark induzierte. Überraschenderweise bewirkte DHA auch eine Erhöhung der P-ERK-
Level, und in Kombination mit EGF erhöhte DHA überdies den EGF-Effekt (Abbildung 7). 
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Abbildung 7: ERK-Phosphorylierung in humanen S520 und murinen 39-2-11 Zellen. Die Zellen wurden in 
serumfreiem Medium für 1h mit DHA inkubiert, bevor EGF für 5min und 1h respektive zugesetzt wurde. Als 
Kontrolle wurde β-Actin verwendet. Experimente n>3. 
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 (+ *= DHA 3μg/ml) 
EGF 20ng/ml        -        +        -      +      -       -       +      -        + 
DHA 30μg/ml        -        -        +      +     +*     -       -       +        +
AA 30μg/ml           -        -        -       -      -       +      +      +        + 
    P-Erk 
 
 
    actin 
 
 
    Cas-3 
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Abbildung 8: Caspase-3 Aktivierung von murinen 39-2-11 MPNST-Zellen nach Stimulation mit EGF, DHA und 
AA. Die Zellen wurden für 7h mit den einzelnen Faktoren wie in der Abbildung bezeichnet in serumfreiem Medium 
inkubiert. Experimente n>3. 
 
Die Ras-GTP Level zwischen EGF und EGF/DHA behandelten Zellen und Kontrollzellen zeigten 
keine Differenz (Die Daten werden hier nicht gezeigt). Bei einer Konzentration von                   
30 μg/ml DHA ließ sich die Phosphorylierung von ERK durch AA in derselben Konzentration 
hemmen. Diese Hemmung konnte durch die Gabe von EGF mit und ohne DHA blockiert werden 
(Abbildung 8). 
 
DHA in einer Konzentration von 30 μg/ml induzierte die Aktivierung von Caspase-3, einem 
Schlüsselenzym der Apoptose. Dies konnte nicht durch EGF blockiert und nur partiell durch AA 
gehemmt werden. Im Vergleich dazu war zu beobachten, dass es bei 3 μg/ml DHA zwar zur 
Phosphorylierung von ERK kam, dass in dieser Konzentration aber keine Aktivierung von 
Caspase-3 zu detektieren war (Abbildung 8). Diese Daten deuten darauf hin, dass DHA zwei 
Wege in MPNST-Zellen aktiviert: der MAP-Kinase/P-ERK Weg wird bei hohen und bei 
niedrigen Konzentrationen aktiviert, und der Apoptose-Weg via Caspase-3 wird nur bei hohen 
Konzentrationen aktiviert. 
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3.5 Das Tumorwachstum in vivo wird durch DHA gehemmt 
 
Um den Einfluss der Fettsäuren auf das Tumorwachstum in vivo zu untersuchen, wurden Zellen 
der Maus-Zelllinie 32-5-30 subkutan in athymische Mäuse injiziert. Folglich wuchsen subkutane 
Tumore, die direkt mit DHA, AA oder Albumin als Kontrolle behandelt wurden mit n=6 in jeder 
Gruppe. Ein signifikanter Unterschied in der Größe der Tumore zwischen der DHA- und der 
Albumin- Gruppe konnte ab dem 13. Tag nach Behandlung detektiert werden (P<0.005, T-Test) 
und dauerte an bis zum Ende des Experiments (Abbildung 9). Ein signifikanter Unterschied 
zwischen der DHA- und der AA- Gruppe wurde ab dem 20. Tag nach Behandlung festgestellt 
(P<0.009). Die Tumore, die mit AA behandelt wurden, waren nicht signifikant verschieden von 
den Kontrollen, ausgenommen an zwei Zeitpunkten am Tag 18 und am Tag 20 (P<0.02). 
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Abbildung 9: Tumorwachstumsassay von DHA, AA und Albuminlösung auf murine 32-5-30 MPNST-Zellen. 
Tumorwachstum von Mäusen, behandelt mit DHA (30μg/ml), AA (30μg/ml) und Kontrolle (Albuminlösung). 
Tumore wurden injiziert und jeden zweiten Tag gemessen (*Statistische Signifikanz zwischen Kontrolle und DHA-
Gruppen).(Die in vivo- Experimente wurden von Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe durchgeführt.) 
 
Die Überlebenszeit war signifikant erhöht in der DHA- Gruppe verglichen mit der AA- und der 
Albumin-Kontrollgruppe (P=0.0007 und 0.0004 respektive; Logrank Test). Es zeigte sich kein 
Unterschied in der Überlebenszeit zwischen der AA- und der Albumin-Gruppe (Abbildung 10). 
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Abbildung 10: Kaplan-Meier Überlebens-Analyse von Mäusen, behandelt mit DHA (Kreise), AA (Dreiecke), und 
Albuminlösung (Quadrate). (Die in vivo- Experimente wurden von Mitarbeitern unserer Arbeitsgruppe 
durchgeführt.) 
 
 
3.6 DHA Rezeptorexpression in Neurofibromen und in MPNST 
 
DHA bindet mit einer hohen Affinität an das intrazellulär bindende Protein FABP-7                 
(Xu et al., 1996). Wir untersuchten daher die Expression des FABP-7 in humanem und in 
murinem peripherem Nerv, in Neurofibromen, in MPNST und in MPNST-Zellen. Die Expression 
wurde zunächst auf RNA-Level mittels RT-PCR und nachfolgend auf Protein-Level mittels 
Immunhistochemie analysiert. Die Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) Analyse zeigte eine 
Expression von FABP-7-mRNA in menschlichen Neurofibrom-Schwannzellen und in MPNST-
Zellen, allerdings weder in normalen menschlichen Schwannzellen noch in nichttumorösen 
Zellen von NF1-Patienten (S811) (Abbildung 11). 
 
Die Expression von FABP-7 m RNA wurde auch in 6/6 Maus Nf1:p53 MPNST Zelllinien 
detektiert, allerdings war die Expression in den Tumorgeweben, die von diesen Zellen stammten, 
reduziert (Abbildung 12). 
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Abbildung 11: Detektion von β-Actin und FABP-7-mRNA Expression in humanen Zelllinien durch RT-PCR. 
MPNST-Zellen (S520, S805, S811, S520), Schwannzellen plexiformer Neurofibrome (PNF S606) und 
Schwannzellen normaler peripherer Nerven (nSc S384). Experimente n>3. 
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Abbildung 12: RT-PCR-Detektion von β-Actin und FABP-7 Expression in MPNST- und Maligner Triton Tumor 
(MTT) -Zelllinien von Nf1:p53 Mäusen und in Tumorgewebe dieser Zellen. Experimente n>3. 
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Die Expression des Proteins FABP-7 konnte im Ischiasnerv von Nf1+/-Mäusen und in drei von 
sieben plexiformen Neurofibromen demonstriert werden, in Wildtyp-Mäusen war demgegenüber 
keine Proteinexpression nachweisbar (Abbildung 13A-C). 
 
A B C 
 
Abbildung 13 A,B: FABP-7 Detektion durch Immunhistochemie in Ischiasnerv von Mäusen, A= Wildtyp (Nf1+/+), 
B= Nf1-/-. 13 C: FABP-7 Detektion durch Immunhistochemie in humanen plexiformen Neurofibromen. Experimente 
n>3. 
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4 DISKUSSION 
4.1 Dosisabhängiger Effekt der Omega-3 Fettsäure auf humane und murine MPNST-Zellen 
 
In der vorliegenden Studie wird erstmals ein Einfluss von Fettsäuren auf das Wachstum von 
MPNST-Zellen, einem Tumormodell für die NF1, demonstriert. Die erhobenen Daten lassen eine 
potentielle Rolle eines diätetischen Faktors in dem natürlichen Verlauf der NF1 vermuten. Die 
Wirkung der getesteten Omega-3 Fettsäure DHA auf das Wachstum der MPNST-Zellen war 
abhängig von der Dosierung. Im Gegensatz zu den in verschiedenen Tumormodellen 
nachgewiesenen antiproliferativen Effekten der Omega-3 Fettsäure DHA, zeigte sich in der hier 
vorliegenden Studie bei einer niedrigen Konzentration von 3 μg/ml zunächst eine Stimulation des 
Zellwachstums der MPNST-Zellen. 
 
Eine antiapoptotische Wirkung von DHA wurde zuvor vermehrt in normalen, nicht-tumorgenen 
Zelllinien beschrieben. So zeigten Kim et al. (2000) eine Inhibition der durch Serumdeprivation 
ausgelösten Apoptose neuronaler Zellen durch DHA. Dies ging einher mit einer Akkumulation 
von Phosphatidylserin und einer Erhöhung der Membranlokalisation von Raf-1, dem 
Downstream-Effektor in der Proliferationskaskade Ras/Raf/ERK, sowie einer 
Herrunterregulation des Schlüsselenzyms der Apoptose, Caspase-3. Rotstein et al. (2003) 
demonstrierten ebenfalls einen protektiven Effekt von DHA in Zellen der Retina. So hemmte 
DHA die durch oxidativen Stress mittels Paraquat ausgelöste Apoptose in Amacrinen Zellen und 
Photorezeptorneuronen der Retina in einem Rattenmodell in vitro. Zudem wies die Arbeitsgruppe 
die Wiederherstellung der mitochondrialen Integrität durch DHA nach. Auch die durch Paraquat 
induzierte Erhöhung der proapoptotischen Bax-Expression wurde geblockt und die 
antiapoptotische Bcl-2 Expression stark hochreguliert. DHA scheint in verschiedenen 
Zellsystemen durch Modulation der pro- und antiapoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie seine 
unterschiedliche Wirkung auszuüben. 
 
In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen wiesen Kishida et al. (1998) ebenfalls einen 
antiapoptotischen Effekt von DHA auf Tumorzellen nach. Sie demonstrierten eine 
antiapoptotische Wirkung von DHA auf humane promyelocytische Leukämiezellen                
(HL-60 Zellen). Diese Wirkung war nur durch DHA zu erzielen, weder AA noch EPA zeigten 
diesen antiapoptotischen Effekt. 
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Bis auf vereinzelte Ergebnisse demonstrierten experimentelle Tierstudien, in vitro Studien und 
klinische Studien allerdings eine tumorsupprimierende Wirkung der Omega-3 Fettsäure auf 
verschiedene Karzinomtypen. Die wachstumsinhibierende Wirkung von DHA ließ sich auch in 
der hier vorliegenden Studie in MPNST-Zellen nachweisen. Nach Behandlung der Zellen mit 
höheren Konzentrationen an DHA war der Zelltod der meisten MPNST-Zellen nachweisbar. 
Dabei wurde den MPNST-Zellen DHA in Konzentrationen zugefügt, die auch in maternalem 
Plasma nachgewiesen wurde wie die Arbeitsgruppe um Ruyle et al. (1990) zeigte. Vergleichbar 
hohe DHA-Blutkonzentrationen wurden zudem bei Menschen gefunden, die eine                  
DHA-Substitution erhielten (Conquer und Holub 1998). 
 
Eine apoptotische und induktionshemmende Wirkung von DHA wurde in verschiedenen 
Modellen für unterschiedliche Karzinomtypen und Zelllinien demonstriert. So wurde das 
Wachstum von Kolonkarzinomen in der Maus, das durch 1,2-Dimethylhydrazine induziert 
wurde, durch Omega-3 Fettsäuren reduziert (Lindner 1991). Das Karzinomwachstum bei 
Kolonkarzinomzellimplantation in vivo wie auch das Wachstum von Kolonkarzinomzellen         
in vitro wurde ebenfalls durch Omega-3 Fettsäuren supprimiert. Beide Effekte waren unabhängig 
von dem COX-Signalweg (Boudreau et al., 2001). Ebenfalls COX-unabhängig war die durch 
DHA induzierte Apoptoseinduktion in HT-29 Kolonkarzinomzellen. Es zeigte sich vielmehr eine 
Umkehr der Apoptose durch ein synthetisches Antioxidanz, hinweisend auf eine mögliche Rolle 
der Lipidperoxidation in der durch DHA vermittelten Apoptose (Chen und Istfan 2000). In 
Assoziation mit der Apoptose wurde von dieser Arbeitsgruppe eine Herunterregulation der 
antiapoptotischen Bcl-2 Expression beobachtet, wohingegen die proapoptotischen Bax-Level 
unverändert blieben. Des weiteren ließ sich in humanen CaCo-2 Kolonkarzinomzellen mittels 
Micro-Array eine Regulation von Genen und Transkriptionsfaktoren, die die Apoptose 
induzieren, durch DHA nachweisen (Narayanan und Narayanan 2001). Auch die induzierbare 
NO-Synthase und verwandte proinflammatorische Gene wurden durch DHA in humanen 
Kolonkarzinomzellen moduliert (Narayanan et al., 2003). Merendino et al. (2003) untersuchten 
den Einfluss von DHA auf Pankreaskarzinomzellen. LA und DHA inhibierten das Zellwachstum, 
während nur DHA auch apoptoseinduzierende Wirkung auf die humane Paca-44 
Pankreaskarzinomzelllinie zeigte. Im Gegensatz zu Kishida et al. (1998), die einen 
antiapoptotischen Effekt von DHA in humanen promyelozytischen HL-60 Zellen demonstriert 
hatten, wiesen Arita et al. (2001) eine Induktion der Apoptose durch Omega-3 und Omega-6 
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Fettsäuren in der Leukämiezelllinie HL-60 nach. Beide Fettsäuren stimulierten die Generation 
von reaktiven Oxygenspezies (ROS) und aktivierten eine Vielzahl an Proteasen Caspasen wie 
Caspase-3, -6, -8, und –9, wobei die Wirkung der Omega-3 Fettsäure stärker war, als die der 
Omega-6 Fettsäure. Klinische Studien unterstützen die durch tierexperimentelle und in vitro 
Studien gewonnenen Daten. So führte der Konsum von Omega-3 Fettsäuren in Patienten mit 
sporadischen Adenomen, die ein hohes Risiko für die Entwicklung von Kolonkarzinomen tragen, 
zu einer Reduktion der intestinalen Hyperproliferation (Anti et al., 1992; Anti et al., 1994). 
 
 
4.2 DHA kehrt die Wachstumsfaktorstimulation der MPNST-Zellen um 
 
DHA kehrte die Wachstumsstimulation einer Anzahl von Wachstumsfaktoren, die in der NF1 
eine Rolle spielen, vollständig um. Verschiedene Wachstumsfaktoren sind in der Pathogenese der 
NF1 involviert (Mashour et al., 2001, 2004). So demonstrierten DeClue et al. (2000) eine 
Expression des EGFR in primären MPNST von NF1 Patienten und deren Zelllinien in vitro wie 
auch in nicht-NF1 MPNST-Zellen. Nach Stimulation mit EGF zeigte sich in allen Zelllinien eine 
Proliferation sowie die Aktivierung des Downstream-Effektors MAPK hinweisend auf eine 
pathogenetisch bedeutsame Rolle des Wachstumsfaktors EGF in der NF1. Dieselbe 
Arbeitsgruppe untersuchte zwei Jahre später die Expression des EGFR sowie die Wirkung von 
EGF in mehreren Nf1:p53 MPNST-Zelllinien. Hier wiesen 23 von 24 untersuchten Zelllinien 
eine Expression des EGFR auf. Alle Zelllinien, die EGFR expremierten, reagierten auf die 
EGFR-Stimulation mit der Aktivierung des Proliferations-Downstream-Signalweges 
MAP/ERK/ERK und P13k/AKT. Das Wachstum in vitro war durch EGF stimulierbar und konnte 
durch einen EGFR-Antagonisten blockiert werden (Li et al., 2002). In Übereinstimmung mit 
diesen Ergebnissen führte EGF auch in der vorliegenden Studie zu einer dreifachen Proliferation 
der MPNST-Zellen und einer Aktivierung von ERK. 
 
Der Wachstumsfaktor PDGF zeigte in der vorliegenden Studie in den MPNST-Zellen ebenfalls 
eine proliferative Wirkung mit einem dreifach erhöhten Wachstum der MPNST-Zellen. Dieses 
Ergebnis steht im Einklang mit den Resultaten von Badache und De Vries (1998), die eine 
Wachstumsstimulation durch PDGF in humanen MPNST-Zellen nachwiesen. Auch die 
Expression des PDGFR war in MPNST-Zellen im Gegensatz zu normalen Schwannzellen und 
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Schwannomzellen eines nicht-NF1 Patienten stark verändert. So konnten Badache und De Vries 
eine Erhöhung der PDGFR-Expression in MPNST-Zellen mit einhergehender mitogener 
Aktivität von PDGF und von FGF2 demonstrieren. Weder in normalen Schwannzellen noch in 
Schwannomzellen ließ sich das Wachstum durch PDGF stimulieren, und auch die hohe PDGFR-
Expression ließ sich nur in den Neurofibromin-defizienten Zellen nachweisen. In normalen 
Schwannzellen ist der PDGFR in der frühen neonatalen Entwicklungsphase in hohem Maße 
expremiert, und nur in geringem Ausmaß bei Erwachsenen (Hardy et al., 1992). Die Autoren 
vermuten daher, dass die in MPNST nachgewiesene erhöhte Expression des Rezeptors diese 
Entwicklungsphase, in der es zu hoher Proliferation der Schwannzellen kommt, rekapituliert. 
 
Die Wachstumsfaktoren bFGF und IGF-1 führten in der hier vorliegenden Studie zu einer 
zweifachen Zellwachstumsstimulation der murinen MPNST-Zellen. Dieses Ergebnis wird durch 
eine Studie von Kitano et al. (1992) unterstützt, in der eine Wachstumsstimulation durch bFGF in 
einer Neurofibromzellkultur nachgewiesen wurde. Kawachi et al. (2003) demonstrierten darüber 
hinaus eine erhöhte Expression von bFGF in kutanen Neurofibromproben von NF1-Patienten, 
hinweisend auf eine potentielle Rolle von bFGF in der Angiogenese und Hypervaskularität in 
NF1-assoziierten Tumore. In Neurofibrombiopsien von Patienten mit NF1 zeigte sich ebenfalls 
eine erhöhte IGF-1-Immunreativität der Neurofibrome, verglichen mit normaler Haut von 
Kontrollpatienten (Hansson et al., 1988). 
 
Die durch die Wachstumsfaktoren EGF, PDGF, bFGF und IGF-1 ausgelöste 
Wachstumsstimulation der MPNST-Zellen in unseren Experimenten wurde durch DHA komplett 
aufgehoben. Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten von Liu et al. (2001) überein. So 
demonstrierte die Arbeitsgruppe eine Hemmung der EGF-Wachstumsstimulation durch DHA in 
JB6 epidermalen Zellen, einem Zellmodell für das Nichtmelanom-Hautkarzinom. In dieser Studie 
wurden die Effekte der Omega-3 und Omega-6 Fettsäuren auf die durch EGF induzierte 
Transaktivierung des Transkriptions-aktivierenden-Proteins 1 (AP-1), sowie die durch EGF 
induzierte Zelltransformation in JB6 epidermalen Zellen der Maus untersucht. DHA inhibierte in 
diesem Modell ebenfalls konzentrationsabhängig die durch EGF ausgelöste Transaktivierung des 
AP-1, wie auch die Zelltransformation. 
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Der Effekt von AA auf die durch die Wachstumsfaktoren ausgelöste Proliferationsstimulation der 
von uns untersuchten MPNST-Zellen war im Gegensatz zu der DHA-Wirkung variabel.           
AA zeigte keinen Effekt auf die Stimulation durch EGF und IGF-1, einen inhibierenden Effekt 
auf die Stimulation durch bFGF und einen synergistischen Effekt auf die PDGF-β Stimulation. 
Auch diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten in JB6 Zellen überein, bei denen AA ebenso 
keinen Effekt auf die durch EGF ausgelöste Transaktivierung des AP-1 zeigte. Darüber hinaus 
konnten wir eine signifikante Schwächung der inhibierenden Wirkung von DHA auf die 
Wachstumsfaktorstimulation der MPNST-Zellen durch AA nachweisen. In Übereinstimmung mit 
diesem Ergebnis zeigten Liu et al. in dem Hautkarzinommodell ebenfalls eine Schwächung der 
inhibierenden Wirkung von DHA auf die durch AA ausgelöste Transaktivierung des AP-1 und 
die Zelltransformation. 
 
 
4.3 DHA beeinflusst die ERK-Phosphorylierung und die Caspase-Aktivierung in     
MPNST-Zellen 
 
In den Proliferationsassays ließ sich eine Konzentrationsabhängigkeit der DHA-Wirkung auf das 
Wachstumsverhalten der MPNST-Zellen erkennen. Dieses Phänomen war ebenfalls bei der durch 
DHA ausgelösten Caspase-3-Aktivierung zu beobachten, nicht jedoch bei der ERK-Aktivierung. 
DHA in hoher Dosierung führte zu einer Apoptose nahezu aller MPNST-Zellen einhergehend mit 
einer Aktivierung des Schlüsselenzyms der Apoptose Caspase-3. Überraschenderweise wurde 
auch eine Aktivierung von ERK beobachtet. Niedrige Dosierung von DHA führte demgegenüber 
zu einer Proliferation der MPNST-Zellen. Dies war assoziiert mit einer Aktivierung von ERK, 
nicht hingegen mit einer Aktivierung von Caspase-3. 
 
Die Ergebnisse früherer Studien in NF1-Tumormodellen ließen bisher auf eine tumorgene 
Wirkung der ERK-Signalkaskade in der NF1 schließen. Beispielsweise demonstrierten       
Ingram et al. (2001) eine Abhängigkeit der proliferativen Effekte durch Ras und die Signale 
kleiner Rho-GTPasen wie Rac und Rho von der ERK-Aktivierung. Die Arbeitsgruppe zeigte in 
Mäusen, die durch ein genetisches Intercross zwischen Nf1 (+/-) und Rac2(-)(/)- entstanden, eine 
Hyperaktivierung von ERK via Rac2 mit direkter Hyperproliferation der Nf1-Mastzellen in vitro 
und in vivo. In Schwannzellen beobachteten Harrisingh et al. (2004) eine anhaltende             
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ERK-Aktivierung nach einer Nervschädigung, die mit einer Dedifferenzierung einherging.    
NF1-defiziente murine Embryofibroblasten zeigten darüber hinaus ebenfalls eine verlängerte 
Ras- und ERK-Aktivierung und proliferierten nach Wachstumsfaktorstimulation          
(Cichowski et al., 2003). 
 
So war die durch DHA ausgelöste ERK-Aktivierung in den von uns untersuchten             
MPNST-Zellen, die zudem nach Behandlung mit DHA in hoher Dosierung mit Zellapoptose 
assoziiert war, zunächst überraschend. Die Signalspezifität von ERK scheint allerdings durch 
regulatorische Mechanismen bestimmt zu werden, die abhängig vom jeweiligen Genrepertoir des 
spezifischen Zelltyps sind. So ließ sich ein antiapoptotischer Effekt beispielsweise in 
Kardiomyozyten (Bueno et al., 2000), in Mammakarzinomzellen (Kurokawa et al., 2000) und in 
HT-29 D4 Kolonkarzinomzellen (Remacle-Bonnet et al., 2000) demonstrieren, während ein 
proapoptotischer Effekt beispielsweise in Mammakarzinomzellen (Persons et al., 2000) und in 
Oligodendrozyten (Bhat und Zhang, 1999) beobachtet wurde. Die konträre Wirkung des       
ERK-Signalweges zeigte auch die Arbeitsgruppe um Marshall (1994). Sie stellten aktivierte 
Mutanten der ERK Kinase Kinase1 sowie eine interferierende Mutante her. Die aktivierte 
Mutante stimulierte in PC12 Zellen die Zelldifferenzierung, führte in NIH 3T3 Zellen jedoch zu 
Zelltransformation. Abhängig vom zellulären Kontext, so schlossen die Autoren, scheint die ERK 
Kinase-Aktivierung notwendig und hinreichend für die Zelldifferenzierung und auch für die 
Zelltransformation zu sein (Cowley et al., 1994). 
 
Die von uns beobachtete konträre Wirkung von ERK fand demgegenüber in gleichem zellulärem 
Kontext statt und bedarf daher anderer Erklärungsmodelle. Neben dem unterschiedlichen 
Genrepertoir der jeweiligen Zelle berichten verschiedene Arbeitsgruppen von einer Abhängigkeit 
der biologischen ERK-Funktion von der Länge und Stärke der ERK-Stimulation. So wurde 
beobachtet, dass die Aktivierung der ERK-Kaskade zu kontrastierenden physiologischen 
Antworten in gleichem zellulären Kontext führen kann. Qui et al. (1992) demonstrierten 
beispielsweise in PC-12 Phäochromozytomzellen zunächst eine Zelldifferenzierungsinduktion 
durch die ERK1/2 Aktivierung. Diese wurde durch EGF oder durch NGF induziert, wobei EGF 
bekanntermaßen die Zellproliferation stimuliert, während NGF den Wachstumsstillstand und die 
Differenzierung induziert. Der Unterschied in der Wirkung beider Faktoren schien von der 
Differenz der Länge und der Stärke der ERK-Aktivierung abzuhängen. Während EGF zu einer 
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kurzzeitigen Stimulation der ERK-Aktivierung mit einem Rückgang zu basalem Level nach 1-2h 
führte, war die NGF-stimulierte Aktivität anhaltend. Die Autoren vermuteten, dass eine nur 
kurzzeitige Stimulation von ERK nicht ausreicht, um die Zelldifferenzierung zu induzieren    
(Qui et al., 1992). Auch Marshall (1995) fand in PC12 Zellen Hinweise, dass eine kurzzeitige 
Stimulation der ERK Kaskade zu Proliferation, eine anhaltende Stimulation von ERK 
demgegenüber zu Zelldifferenzierung führt. Eine weitere Arbeitsgruppe beobachtete in PC12 
Zellen eine Veränderung der ERK-Aktivierung durch Überexpression des Insulin-Rezeptors. 
Normalerweise stimuliert Insulin in PC12 Zellen die Zellproliferation und führt zu einer 
kurzzeitigen ERK-Aktivierung, während die Stimulation durch NGF zu Wachstumsstillstand und 
Differenzierung einhergehend mit einer anhaltenden Aktivierung von ERK führt. Nach 
Überexpression des Insulinrezeptors in diesen Zellen führte Insulin nun zu einer 
Zelldifferenzierung, die der durch NGF hervorgerufenen Reaktion glich. Wie auch NGF 
induzierte Insulin in den Zellen nun eine anhaltende Aktivierung von ERK. Diese Resultate 
unterstützen die Vermutung, die Stärke und die Länge des durch ERK vermittelten Signals habe 
einen Einfluss auf die spezifische Zellantwort (Dikic et al., 1994). Auch in erythroleukämischen 
Zellen ließ sich diese Abhängigkeit demonstrieren. Die Arbeitsgruppe um Goldfarb untersuchte 
die Rolle der ERK-Aktivierung in der Differenzierung der K562 Erythroleukämischen Zellen zu 
Megakaryozyten, den Effekt auf den Differenzierungsinduzierer 12-0-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA) sowie auf Bryostatin, einem Differenzierungsblocker. Wie erwartet, induzierte 
TPA die Zelldifferenzierung und rief eine anhaltende (>24h) Stimulation von ERK hervor. Der 
Differenzierungsblocker Bryostatin dagegen führte nur zu einer kurzzeitigen Stimulation von 
ERK und verminderte die Stimulation durch TPA (Racke et al., 1997). Die Signalspezifität ließ 
sich auch bei dem Downstream-Effektor Raf-1 durch die Modulation der Signalstärke 
beeinflussen. Während moderate Raf-Aktivität in murinen Fibroblasten die DNA-Synthese 
induzierte, führte nur ein starkes Raf-Signal zu einem G1-spezifischen Zellzyklusarrest     
(Sewing et al., 1997). 
 
Betrachtet man die Ergebnisse dieser Arbeiten, so wäre auch in der vorliegenden Studie eine 
unterschiedliche Stärke des ERK-Signals ein Erklärungsansatz für die beobachtete konträre 
Zellantwort der MPNST-Zellen auf die durch DHA ausgelöste ERK-Aktivierung. So könnte 
DHA in niedriger Dosierung zu einem schwachen, kurzzeitigen Signal von ERK geführt haben 
und hätte so die Zellproliferation auslösen können. Ein langanhaltendes Signal, ausgelöst durch 
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eine hohe Dosis DHA, hätte demgegenüber zu einer Induzierung der Apoptose geführt. Für 
Retinoide, Vitamin A-Derivate, die Wachstumshemmung, Differenzierung und Apoptose 
induzieren, ließ sich ein solcher Mechanismus in Mammakarzinomzellen ebenfalls nachweisen. 
So zeigte sich eine Korrelation der durch einen PKC-Inhibitor in Kombination mit einem 
Retinoid ausgelösten Apoptose mit einer lang anhaltenden Aktivierung von ERK          
(Pettersson et al., 2004). Für DHA konnte ein solcher Effekt in Oligodendrozyten demonstriert 
werden. Zellen, die mit DHA angereichert waren, wiesen einen erhöhten Membranlipidanteil an 
DHA auf. H2O2-induzierter Stress rief dort eine bis zu 24h anhaltende Aktivierung von ERK, 
einhergehend mit einem massiven apoptotischen Zelltod, auf. Die Zellen, die demgegenüber nur 
einen geringen DHA-Anteil aufwiesen, zeigten eine nur kurzzeitige ERK-Aktivierung ohne 
Zelltod. Der H2O2-induzierte Zelltod in DHA-angereicherten Oligodendrozyten scheint folglich 
mit einer anhaltenden ERK-Aktivierung assoziiert zu sein (Brand et al., 2001). AA hingegen 
scheint nicht durch den ERK-Signalweg auf das Wachstum der MPNST-Zellen zu wirken. So 
induziert AA allein keine ERK-Phosphorylierung, inhibiert demgegenüber allerdings teilweise 
die durch DHA induzierte Phosphorylierung wie auch die durch DHA induzierte 
Zellwachstumsinhibierung. 
 
Der in der vorliegenden Studie beobachtete DHA-Effekt scheint unabhängig zu sein von der 
durch die Arbeitsgruppe um DeClue in Nf1:p53 MPNST-Zellen beobachteten Stimulation der 
ERK-Aktivierung durch EGF, die dort mit einer erhöhten Zellproliferation einherging               
(Li et al., 2002). Des weiteren demonstrierten Calviello et al. (2004) in                     
HT-29 Kolonkarzinomzellen im Unterschied zu der von uns beobachteten DHA-induzierten 
ERK-Aktivierung in MPNST-Zellen eine Hemmung der ERK-1/2-Phosphorylierung durch DHA, 
einhergehend mit einer Wachstumshemmung und einer Reduktion des Wachstumsfaktors VEGF 
sowie des Enzyms COX-2 in vitro und in vivo (Calviello et al., 2004). DHA scheint somit je nach 
zellulärem Kontext stimulierend oder hemmend auf die Aktivierung von ERK wirken zu können. 
 
Neben der hypothetischen Involvierung von ERK in der durch DHA ausgelösten Apoptose der 
MPNST-Zellen, suchten wir nach weiteren Mechanismen, die dieses Phänomen erklären könnten. 
Wir analysierten daher, ob das Schlüsselenzym der Apoptose Caspase-3 in der durch DHA 
induzierten Apoptose involviert war. Die Aktivierung des Apoptoseweges via Caspase-3 durch 
DHA wurde bereits in verschiedenen Karzinomzelltypen demonstriert und ließ sich tatsächlich 
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auch in dem von uns untersuchten MPNST Zellmodell für DHA in hoher Dosierung nachweisen. 
Der Effekt konnte nicht durch EGF blockiert, und nur partiell durch AA gehemmt werden. Bei 
einer niedrigen Konzentration von DHA war demgegenüber zwar die ERK-Phosphorylierung, 
nicht jedoch eine Caspase-Aktivierung zu beobachten. Dieses Ergebnis lässt eine weiteren 
Erklärungsmöglichkeit für die konträren Zellantworten auf die DHA-Stimulation zu. So scheint 
DHA in Abhängigkeit von der Konzentration zwei Wege in MPNST-Zellen zu aktivieren, den   
P-ERK - Signalweg durch DHA in hoher und niedriger Dosierung, und den apoptotischen Weg 
via Caspase-3 nur durch DHA in hoher Dosierung.  
 
In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen wiesen zwei Studien in HL-60 Zellen eine 
Assoziation zwischen der durch DHA induzierten Apoptose und einer Aktivierung der Caspase-
Kaskade nach. Während Arita et al. (2001) die Aktivierung der mitochondrialen           
Cytochrom C-Caspase-Kaskade demonstrierte, wurde von Miura et al. (2004) eine Aktivierung 
eines von der Bax- , einem proapoptotischen Mitglied der Bcl-2 Familie, -Mitochondrien-
Kaskade unabhängigen Apoptoseweges postuliert. Alternativ erklärte man die Apoptose mit einer 
durch DHA induzierten Suppression des antiapoptotischen Enzyms Bcl-2 (Arita et al. 2001;           
Miura et al., 2004). Auch in humanen CaCo-2 Kolonkarzinomzellen scheint DHA zu einer 
Aktivierung von Cytochrom C und nachfolgender Stimulation der Caspase-3 zu führen                    
(Narayanan et al., 2001). In einem nicht-tumorgenen Modell der durch Hypertension ausgelösten 
vaskulären Hypertrophie wurde ebenfalls ein Einfluss von DHA auf die Caspase-3 Aktivität 
demonstriert. Hier ließ sich ein antiproliferativer Effekt von DHA auf mesenteriale vaskuläre 
glatte Muskulaturzellen nachweisen. Wie in Tumormodellen fand sich auch in den glatten 
Muskelzellen eine Erhöhung der Caspase-3 Aktivität und der aktiven Form der Caspase-3    
(Diep et al., 2000). 
 
Um die Rolle der einzelnen Faktoren in der durch DHA ausgelösten Modulation der MPNST-
Zellen weiter zu analysieren, wäre eine Analyse der Stärke und Länge der ERK-Aktivierung in 
Abhängigkeit von der Konzentration von DHA interessant. Ebenfalls könnte mittels einer 
Blockierung von Caspase-3 der Effekt der ERK-Aktivität auf die Apoptose der MPNST-Zellen 
beobachtet werden. 
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4.4 DHA und AA: Die reziproke Aktivität auf das MPNST Zellwachstum 
 
Die reziproke Aktivität der Omega-3 Fettsäure DHA und der Omega-6 Fettsäure AA in der 
Modulation verschiedener Tumorzellen sind Gegenstand multipler Studien (Hardman 2002). In 
Übereinstimmung mit den Ergebnissen früherer Studien war die reziproke Wirkung der beiden 
Fettsäuren in den hier vorliegenden in vitro Studien über die Aktivität der Omega-3 und Omega-6 
Fettsäuren in MPNST-Zellen ebenfalls nachweisbar. Während DHA in hoher Konzentration 
nahezu zu komplettem Zelltod führte, induzierte AA ein zweifach höheres Zellwachstum. Im 
Einklang mit der demonstrierten proliferativen Wirkung von AA auf die MPNST-Zellen, zeigten 
Rose et al. (1991a) in einem Mausmodell, dass eine Diät mit einem hohen Anteil an Omega-6 
Fettsäuren das Tumorwachstum und die Metastasierung von MDA-MB-435 Mammakarzinom-
Xenotransplantaten verstärkt. 
 
Es existiert eine Vielzahl an Studien, die die möglichen Mechanismen der tumorgenen Wirkung 
der Omega-6 Fettsäuren untersuchen. Beispielsweise haben die von AA-hergeleiteten 
Eicosanoide proinflammatorische Effekte (Cowing et al., 2001, Calder und Grimble 2002). 
Darunter sind PGE 2, Leukotriene B4 und Thromboxane A2, die mit der Karzinogenese in 
Verbindung gebracht werden. Mechanismen wie die Hemmung der Apoptose, eine Stimulation 
der Zellproliferation oder die Tumorprogression durch Angiogenesepromotion durch PGE 2 
wurden demonstriert (Cheuk et al., 2002; Leahy et al., 2002; Cianchi F et al., 2001). 
 
Unsere in vitro Untersuchungen über die Wirkung verschiedener Kombinationen von DHA und 
AA in variablen Konzentrationen zeigte einen dominanten Einfluss von DHA auf das 
Wachstumsverhalten der Zellen unabhängig von der Konzentration; AA scheint jedoch die durch 
DHA induzierte Tumorzellinhibition zu vermindern. Auch die Effekte von DHA auf die       
ERK-Phosphorylierung wurden durch AA umgekehrt, und die durch DHA vermittelte     
Caspase-3-Aktivierung reduziert. Insgesamt wurde das Zellwachstum demnach durch die 
Wirkung von DHA kontrolliert, es bestand dabei ein klarer Antagonismus der beiden Fettsäuren 
in der Modulation des Zellwachstums. 
 
Ergebnisse früherer Studien unterstützen diese Beobachtung. So führte PGE 2 in verschiedenen 
Tumormodellen zur Induktion der Angiogenese, DHA zeigte demgegenüber in diesen Modellen 
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einen antiangiogenetischen Effekt auf Mammakarzinomzellen (Rose und Connolly 1999a). Auch 
in Prostatakarzinomzellen konnte eine Hemmung des Zellwachstum in vitro durch Omega-3 
Fettsäuren gezeigt werden, während Omega-6 Fettsäuren proliferativ auf die 
Prostatakarzinomzellen wirkten (Rose und Connolly 1991b). 
 
Studien über die Wirkung von Kombinationen der Fettsäuren demonstrierten vielfach einen 
direkten Einfluss der einen Fettsäure auf die Wirkung der anderen. So scheint einer der 
Mechanismen der Tumorsuppression durch DHA die Suppression der von AA abstammenden 
Eicosanoide zu sein, die an verschiedenen Stellen des Eicosanoid- Metabolismus stattfindet. 
Zunächst führt eine erhöhte Zufuhr an Omega-3 Fettsäuren zu einer Inkorporation in die 
Membranphospholipide, wodurch AA teilweise verdrängt (Lee et al., 1993) und so die 
Produktion von EPA-abstammenden 3- Prostaglandinen und 5-Leukotrienen erhöht wird. Auch 
beim nächsten Schritt im Metabolismus der Eicosanoide, der Spaltung durch Desaturasen und 
Elongasen, kompetetieren Omega-3 Fettsäuren erfolgreich durch eine im Vergleich zu Omega-6 
Fettsäuren höheren Affinität zu diesen Enzymen. So kommt es bei erhöhter Omega-3 Zufuhr zu 
einer reduzierten Elongation von LA zu AA und zu reduzierter AA-Eicosanoidproduktion (Rose 
und Connolly 1999a). Zudem supprimieren Omega-3 Fettsäuren das induzierbare Enzym COX-2 
direkt (Singh et al., 1997; Hamid et al., 1999; Ringbom et al., 2001) und kompetetieren mit 
Omega-6 Fettsäuren um COX, um Eicosanoide zu erzeugen (Corey et al., 1983). DHA scheint 
darüber hinaus direkt zu einer Inhibition von PGE2 zu führen. So zeigte eine Studie mit 
athymischen Mäusen, bei denen durch die Injektion der humanen Mammakarzinom-Zelllinie 
MDA-MB-231 solide Tumore gezüchtet wurden, einen Zusammenhang zwischen der 
beobachteten Tumorsuppression und Antiangiogenität von DHA und der durch DHA-initiierten 
Inhibition von PGE 2 (Rose und Connolly 1999b). 
 
Die Ergebnisse der in vitro Studien wurden durch die Resultate der Untersuchungen in 
athymischen Mäusen in vivo bestätigt. DHA führte in den mit MPNST-Zellen inokulierten 
athymischen Mäusen zu einer Hemmung des Tumorwachstums sowie zu verlängerten 
Überlebenszeiten der Mäuse verglichen mit der Kontrollgruppe und mit der mit AA behandelten 
Gruppe. In Übereinstimmung mit diesem Ergebnis demonstrierten Karmali RA et al., (1984) in 
einem Rattenmodell die wachstumshemmende Wirkung von DHA auf Mammakarzinome in vivo, 
die mit einer Inhibition des AA-Metabolismus einherging. Auch in athymischen Mäusen führte 
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DHA zu einer signifikanten Reduktion des Tumorwachstums eines soliden Tumors durch die 
MDA-MB-321 Mammakarzinom-Zelllinie (Rose und Connolly 1999b). 
 
In der hier vorliegenden in vivo Studie des MPNST Tumorwachstums zeigte sich jedoch im 
Gegensatz zu den oben zitierten Untersuchungen kein wachstumsstimulierender Effekt von AA, 
wie nach den Ergebnissen der in vitro Studien zu erwarten gewesen wäre. Möglicherweise ist 
dies durch den variablen Effekt von AA auf die Wachstumsfaktorstimulation zurückzuführen. So 
könnte die in vitro demonstrierte Hemmung des bFGFs durch AA einen stärkeren Einfluss auf 
das Tumorwachstum in vivo gehabt haben, als es auf die Stimulation der MPNST-Zellen in vitro 
hatte. 
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4.6 DHA Rezeptorexpression in Neurofibromen und in MPNST 
 
In einer EGFR positiven Subpopulation Neurofibromin-defizienter Schwannzellen sowie in 
nf1:p53 MPNST-Zellen wurde eine Überexpression des DHA-Rezeptors FABP-7 demonstriert 
(Miller et al., 2003). In Übereinstimmung mit diesen Daten konnten wir in der vorliegenden 
Studie ebenfalls eine erhöhte Expression von FABP-7 in humanen Neurofibromen und in 
MPNST-Zellen in vitro demonstrieren. In den Tumortransplantaten der Nf1:p53 MPNST 
Zelllinien fand sich allerdings eine variable Expression von FABP-7, wobei die aggressivste 
Zelllinie keine Expression in vivo zeigte. Die variable MPNST Expression von FABP-7 in vivo 
deutet auf die Involvierung eines weiteren Mechanismus der DHA-vermittelten Tumorregression 
in vivo hin. Auch Miller et al. fanden die FABP-7 Expression in nur einer Subpopulation von 
EGFR positiven MPNST-Zellen. Die selektive Expression von FABP-7 könnte auf ein 
spezifisches Tumorstadium hinweisen, bei dem molekulare Veränderungen die FABP-7 
Expression beeinflussen (Miller et al., 2003). In Prostatakarzinomzellen war die Expression von 
FABP-7 ebenfalls stadiumsabhängig (Das et al., 2001). Wie auch in der Studie von               
Kurtz et al. (1994), war keine Expression von FABP-7 in normalen Schwannzellen, in 
Nichttumorzellen eines NF1-Patienten oder in Wildtyp-Ischiasnerv nachweisbar.  
 
 
4.7 DHA als möglicher Regulator der Entwicklung der MPNST während der 
Schwangerschaft 
 
DHA ist essentiell für die Entwicklung der neuralen Strukturen im Fetus. Folglich besteht ein 
hoher Bedarf und somit die Notwendigkeit des Transports der Fettsäure vom maternalen zum 
fetalen Kreislauf. Man vermutet, dass DHA von Erythrozyten zum sich entwickelnden Fetus 
transportiert wird (Ruyle et al., 1990). So konnte man nachweisen, dass die DHA Level in den 
maternalen Erythrozyten während der Schwangerschaft abnehmen (Ghebremeskel et al., 2000). 
Dieser Transfer von DHA in den fetalen Kreislauf könnte begründen, warum die Neurofibrome 
während der Schwangerschaft in Größe und in Anzahl zunehmen (Dugoff und Sujansky 1996). 
Unsere Daten demonstrieren für DHA in niedriger Dosierung eine Tendenz zur 
Wachstumssteigerung der MPNST-Zellen und für DHA in hoher Dosierung eine Tendenz zur 
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Wachstumshemmung auch in Anwesenheit von AA. Ein ähnlicher Prozess könnte auch für das 
Wachstum der Neurofibrome verantwortlich sein. Wir fanden den DHA-Rezeptor FABP-7 in 
Schwannzellen von embryonalen peripheren Nerven expremiert (Daten werden hier nicht 
gezeigt), und in Ischiasnervgewebe von erwachsenen Nf1+/-Mäusen, sowie in 3 von 7 klinischen 
Neurofibromproben. Sobald DHA die maternale Zirkulation verlässt, könnten die schon 
vorbestehenden maternalen Neurofibrome und in situ Läsionen von einem Ruhe-Status zu einem 
Wachstumsstatus transformiert werden. Der Verlust an maternalem DHA führt möglicherweise 
zu einer Umgebung, die die Stimulation der Tumorgenese durch Wachstumsfaktoren wie EGF, 
PDGF-β, bFGF und IGF-1 erleichtert. So wie die Expression des Progesteronrezeptors in 
Neurofibromen eine potentielle Relevanz für die Tumorgenese in der Schwangerschaft besitzt 
(McLaughlin und Jacks T, 2003), sollte auch die Rolle der Fettsäurenumverteilung während der 
Schwangerschaft untersucht werden. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
 
Neurofibromatose Typ 1 (NF1) ist eine der häufigsten genetischen Erkrankungen des 
Nervensystems mit einer Inzidenz von ca. 1:3500. NF1 ist eine autosomal-dominante 
Erkrankung, gekennzeichnet durch eine hohe Ausprägungsvariabilität und die Involvierung 
multipler Organsysteme. Unter den verschiedenen Tumoren, die Patienten mit NF1 entwickeln, 
sind die benignen Neurofibrome des peripheren Nervensystems am häufigsten. Das Verständnis 
der Pathogenese der NF1 ist in den letzten Jahren durch die Identifizierung des NF1 Gens und die 
Erkenntnisse über das Protein Neurofibromin und seine Funktionen weit vorangeschritten. 
Insbesondere die Ursachen der ausgeprägten Heterogenität und der Variabilität des natürlichen 
Verlaufs der NF1 sind jedoch noch weitgehend unklar. Es werden epigenetische Mechanismen 
untersucht, die die hohe Variabilität des Wachstumsverhalten der Neurofibrome erklären 
könnten. So wurde beispielsweise in Neurofibromen und in MPNST-Zellen eine stark erhöhte 
Expression des Docosahexaensäure (DHA) Rezeptors FABP-7                     
(engl., Fatty-acid binding protein 7) gefunden, hinweisend auf eine potentiell pathogenetisch 
bedeutsame Rolle des Liganden DHA. In verschiedenen Tumormodellen zeigten Omega-3 
Fettsäuren im Unterschied zu Omega-6 Fettsäuren eine antiproliferative Wirkung. 
 
Wir untersuchen in der vorliegenden Studie erstmals den Effekt der Omega-3 und Omega-6 
Fettsäuren auf nf1/p53 Maligne periphere Nervscheidentumor (MPNST) -Zellen, einem 
Tumormodell für die Neurofibromatose Typ 1. Unsere Ergebnisse geben bedeutende Hinweise 
auf eine Rolle eines diätetischen Faktors in der Entwicklung der NF1. Dabei scheint die 
biologische Funktion von DHA in MPNST-Zellen abhängig von der Konzentration zu sein. In 
niedriger Dosierung stimulierte die Omega-3 Fettsäure DHA das Wachstum der meisten Nf1:p53 
MPNST-Zellen, assoziiert mit einer Aktivierung des Extrazellulären Rezeptorregulierten Kinase 
(ERK) - Signalweges. Höhere Dosierung von DHA führten demgegenüber zu einer 
Apoptoseinduktion via ERK und Caspase-3. Die Zellproliferation der MPNST-Zellen wird durch 
eine Anzahl von Wachstumsfaktoren ausgelöst. DHA in hoher physiologischer Dosierung 
hemmte die Proliferationsstimulation aller getesteten Wachstumsfaktoren, einhergehend mit 
einem durch in vivo Studien demonstrierten antiproliferativen Effekt auf Tumore der NF1. Das 
Tumorwachstum wurde gehemmt, und wir beobachteten eine erhöhte Überlebensrate in der mit 
DHA behandelten Gruppe. 
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Ein überraschendes Ergebnis war die Aktivierung von ERK durch DHA in MPNST-Zellen, 
begleitet von entgegengesetzten DHA-Effekten. Eine mögliche Erklärung könnte sein, dass die 
ERK-Aktivierung durch DHA, z.B. durch eine langanhaltende Stimulation von ERK einen 
Downstream-Weg aktiviert, der zu Apoptose führt. Frühere Studien demonstrierten in 
verschiedenen neoplastischen Zelltypen bereits eine reziproke Aktivität von DHA und 
Arachidonsäure (AA). Im Einklang mit diesen Ergebnissen haben wir zeigen können, dass DHA 
und AA eine reziproke Aktivität auf das MPNST Zellwachstum in vitro haben. So stimuliert AA 
das Wachstum der MPNST-Zellen alleine und in Kombination mit DHA. AA scheint dabei die 
Effekte der durch DHA ausgelösten Tumorinhibition zu vermindern. AA bewirkt darüber hinaus 
eine Umkehrung der DHA-Effekte auf die ERK Phosphorylierung, wie auch eine Reduzierung 
der durch DHA vermittelten Caspase-3 Aktivierung. Diese Phänomene könnten den 
Antagonismus von DHA und AA auf das Zellwachstum erklären. Das Tumorwachstum in vivo 
wurde jedoch nicht durch AA stimuliert. Begründet sein könnte dies durch den variablen Effekt 
von AA auf die Wachstumsfaktorstimulation. So konnten wir zeigen, dass AA bFGF (engl. Basic 
fibroblast growth factor) in vitro hemmt, welches einen stärkeren Effekt in vivo auslösen könnte, 
als es für die Stimulation der MPNST-Zellen in vitro hatte. Um die Rolle von AA in der 
Tumorgenese der MPNST zu verstehen, werden weitere Untersuchungen benötigt, besonders, 
betrachtet man die potentiell therapeutische Rolle der (Cyclooxygenase) COX-2 Inhibitoren auf 
die Tumore, bei denen eine ähnliche Modulation durch Fettsäuren gezeigt werden konnte.  
FABP-7 ist ein Ligand für DHA, der in Neurofibromin-defizienten Schwannzellen hochreguliert 
wird. Wir demonstrieren hier eine Verstärkung der FABP-7-Expression in humanen 
Neurofibromen und MPNST-Zellen in vitro. Allerdings fanden wir eine variable Expression von 
FABP-7 in den Tumorgeweben der Nf1:p53-Zelllinien mit einer Tendenz der Gewebsproben der 
aggressiven Zelllinien, die Expression in vivo zu verlieren. Die variable MPNST Expression von 
FABP-7 in vivo lässt darauf schließen, dass andere Mechanismen in der durch DHA vermittelten 
Tumorregression in vivo eine Rolle spielen könnten. 
 
Zusammenfassend stellen diese Studien erstmals die Modulation der Omega-3 und Omega-6 
Fettsäuren als einen Mechanismus der Tumorzellregulation in MPNST-Zellen vor. Anhand der 
Datenlage schließen wir auf eine potentielle Rolle von DHA in der Pathogenese der NF1. Weitere 
Studien werden notwendig sein, um die Rolle von DHA und seinem Liganden FABP-7 in dem 
natürlichen Krankheitsverlauf und auch in der Therapie der NF1 zu untersuchen. 
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